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ABREVIATIONS

Asn : L-Asparagine

Cer -Glc : Glucosyl-céramide

CMP-NeuAc : Cytosine monophosphate N-acétylneuraminique
Dol : Dolichol

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra-acétique

Fuc : L-Fucose

Gal : D-Galactose

GalNAc : N-Acétyl-D-galactosamine

GDP-Fuc : Guanosine diphosphate L-fucose

GDP-Man : Guanosine diphosphate D-mannose

Glc : D-Glucose

GlcNAc : N-Acétyl-D-glucosamine

GlcNAc-PP-Dol : Dolichol diphosphate N-acétyl-D-glucosamine
GlcNAcZ-PP -Dol : Dolichol diphosphate di-N-acétylchitobiose
Glc-P-Dol : Dolichol phosphate D-glucose

Man : D-Mannose

Man-P-Dol : Dolichol phosphate D-mannose

NeuAc : Acide N-acétylneuraminique
Oligosaccharide-PP-Dol : Dolichol diphosphate oligosaccharide
P-Dol : Dolichol phosphate

Ser : L-Sérine

Thr : L-Thréonine

_UDP-Glc : Uridine diphosphate D-glucose

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



INTRODUCTTION

Les recherches effectuées depuis les dix derniéres
années sur les glycoconjugués (glycolipides et glycoprotéines)
ont montré l'importance considérable de ces molécules dans la

biologie et la physiologie cellulaire.

Des r8les variés leur sont attribués : - intégrés
dans la membrane plasmique et exposant leurs glycannes au
milieu extracellulaire, ceux-ci sont des antigénes membranaires
dont la structure subit de profondes modifications au cours de
la transformation maligne,des sites récepteurs de virus et
d'hormones ou encore des composés impligués dans la
reconnaissance de l'adhésion cellulaire (voir la revue générale
de HUGHES : 1), - molécules solubles : ceux-ci sont des

transporteurs ou des hormones.

La mise au point de méthodes analytigues de plus
en plus fines a permis de déterminer de nombreuses structures
primaires de la partie glucidique - ou glycanne - des
glycoconjugués, et les lois relatives aux séguences
oligosaccharidiques ont pu étre établies (voir la revue de

MONTREUIL : 2).

S'appuyant sur ces précieuses données structurales,
les grandes lignes des mécanismes généraux de la biosynthése
de la glycosylation ont été grandement facilitées par

l'utilisation d'inhibiteurs de réactions de glycosylation.



De plus, ces inhibiteurs de biosynthése sont des outils
précieux pour explorer les rdles biologigques de la partie

glycannique des glycoconjugués.

Nos travaux ont porté sur l'étude d'un inhibiteur
le bis~-(p~nitrophényl)phosphate,

ol agit-il ? '

Quelle réaction inhibite-t-il ?

Quel est son mécanisme d'action ?

Avant de présenter nos travaux personnels, nous
allons résumer l'essentiel des connaissances sur la structure,
la biosynthése et l'apport de l'utilisation des inhibiteurs

dans l'étude des glycoconjugués.



GENERALITES

1 - STRUCTURES GENERALES DES GLYCOPROTEINES

Les glycoprotéines forment une trés vaste classe
parmi ces constituants appelés glycoconjugués, résultant de

l'association d'un glycanne avec une protéine.

Ce chapitre rappelle briévement la classification
et la structure de ces glycannes (voir les revues de SPIRO : 3,

KORNFELD et KORNFELD : 4, 5, MONTREUIL : 6).

Selon le type de liaison entre le glycanne et la
protéine, on distingue

- les O-glycosylprotéines dont la liaison entre le
glycanne et la protéine est de type O-glycosidique.

- les N-glycosylprotéines dont la liaison entre le

glycanne et la protéine est de type N-glycosidigque.

A - LES O-GLYCOSYLPROTEINES

Plusieurs types de liaison glycanne-acide aminé
ont été caractérisés dans les O-glycocsylprotéines. En effet,
plusieurs monosaccharides tel que : la N-acétylgalactosamine,
le mannose, le galactose et le xylose, et plusieurs aminoacides
tel gque : la sérine, la thréonine, l'hydroxylysine et

l'hydroxyproline sont impligués dans les points d'attache.

Nous nous limiterons aux glycoprotéines de type

collagéne, mucine et aux protéoglycannes.



1 - Les glycoprotéines de type collagéne

Dans les collagénes des mammiféres, le galactose
est conjugué O-glycosidiquement & l'hydroxylysine par la
liaison : Gal-(«1l- ) -Hyl. Les résidus gaiactosyls peuvent
étre glycosylés en position c-2 {voir les revues générales

de BALASZ : 7 et SHARON : 8),.

2 - Les glycoprotéines de type mucine

Le monosaccharide le plus souvent engagé dans
cette conjugaison est la N-acétylgalactosamine (GOTTSCHALK
et al : 9), sur lequel se greffe soit un résidu de R-galactose
en position C-3, soit un résidu d'acide sialigue en position
c-6,

Dans le premier cas, on obtient le glycopeptide :

Gal(B1-3)-GalNAc(al -3)-Ser(Thr)

gqui représente le noyau commun & de nombreux glycannes gqui en
dérivent par substitution. En effet, sur le résidu galactosyl,
peuvent venir se brancher un résidu d'acide sialique en

position C-3 (exemple de la glycophorine, THOMAS et WINZLER : 10)
un résidu de fucose en position C-2, un résidu de N-acétylgalacto-
samine en position C-3 comme le montre la structure du
glycopeptide de glande sous maxillaire de Porc en figure 1,

page 5 (CARLSON et a4l : 11), ou en position C-6 : exemple du
glycopeptide de glande sous maxillaire de Mouton (BERTOLONI et
PIGMAN : 13) (figure 2, page 5)



GalNAc(al-3)-Gal(al -3)-GalNAc(al -3)-Ser(Thr)
(@1-2) (a2-6)
Fuc NeuAc

FIGURE 1 : Structwrie du glycopeptide de glande sous maxillaire
de pore [ Carlson ef al: 12 )

GalNAc(al-3)-Ser(Thr)
(22-6)

NeuAc

FIGURE 7 : Structwre du glycopeptide de glande sous maxilairne
de mouton (Bentofond et Pigman: 14 ).

4
Man
(¢1-3)
Man(B1-4)-GlcNAc(R1-4)-GlcNAc(gl-4)-Asn
3 2 1
(a1-6)
Man
4I/

FIGURE 3 : Structwre du noyau pentasaccharidique.



3 - Les protéoglycannes

Les protéoglycannes, appelés également mucopolysa-
-ccharides, ont pour ségquence d'attache & la protéine, la

structure suivante :

Gal(81-3)-Gal(Bl -4)-Xy1(3 1 -3)-Ser

Sur ce trisaccharide de base se fixent des
polyméres de structures répétitives, formées d'acide uronique,
lié &8 la N-acétylgalactosamine (voir la revue générale de

RODEN : 15).

B - LES N-GLYCOSYLPROTEINES

Contrairement aux O=~-glycosylprotéines ou il
existe plusieurs types de liaison glycanne-acide aminé, les
N-glycosylprotéines présentent un seul type de point
d'attache. Cette liaison fait intervenir la N-acétylglucosa-
mine d'une part et l'asparagine d'autre part (voir les
revues de RODEN et HOROWITZ : 16, RODEN : 17, MONTREUIL : 18).
Les motifs glycannigues de ces glycoprotéines possédent en
commun le mé&me noyau pentasaccharidique, 1ié par une liaison
B~glycosylaminigue & une asparagine toujours incluse dans le
tripeptide : Asn-X-Thr(Ser) appelé "séquon" (RONIN eg¢ a4l 19).
La structure de ce noyau est représentée dans la figure 3,

page 5 .

Selon la nature des résidus saccharidiques gqui se
greffent en position 4 et 4', on distingue
- les glycannes de type oligomannosidique

- les glycannes de type N-acétyllactosaminique



1 - Les glycannes de type oligomannosidique

Ces structures ne renferment que des résidus de
mannose branchés sur le noyau pentasaccharidiquzs et dont le
nombre peut varier de 3 & 9, leur mode de branchement peut
se faire en position C-2, C-3, C-6 sur les résidus mannosyls

4 et 4' (voir figure 4, page 8 ).

2 - Les glycannes de type N-acétyllactosaminigue

Des résidus N-acétyllactosaminyls: Gal(8l-4)-GlcNAc
viennent se brancher en position C-2 sur les mannoses externes
constituant ainsi la structure de base gue l'on trouve par
exemple dans le glycopeptide isclé de la lactotransferrine

humaine (SPIK et al : 22) (voir figure 5).

6 5 4
Gal(81-4)-GlcNAc(g1-2)-Man
(a1-3)
Man(81-4)-GlcNAc(g 1-4)-GleNAc(B 1 -4)-Asn
3 2 1
(al-6)

Gal(81-4)-GleNAc(B 1 -2)-M,an
/

6’ 5 4

FIGURE 5 : Structure du glycopeptide ({30L¢ de La Lactotransferrine
humaine (Spik et al: 23 ).



Man(al-2)-Man(al-2)-Man
(al-3)
Man(8 1-4)-GlcNAc(g1-4)-GlcNAc(g 1-4)-Asn

Nl-&) /al—())

Man(al-2)-Man

Man
(al-6)
Man(cl-2)-Man
B
Man
(al-3)
Man Man(81-4)-GlecNAc(gl -4)-GlcNAc(81-4)-Asn
(«1-3) / (a1-6)
Man
/al -6)
Man
FIGURE 4 : Exemples de structures glycanniques de type oligo-
mannosidique:
A-Glycopeptide Bl de cellules ovariennes de hamsten
chinods (L& et Kornfeld:20 ). \
B-GLycopeptide GP-V de L'ovalbumine (Conchie et -

Stnackan: 21).



Ce motif peut &tre & son tour substitué par :

- un ou plusieurs résidus de fucose branchés ssit
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 et gl (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, pagelO ).

Récemment, des structures pentaantennées ont &té

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

3 - Les glycannes de type mixte

Les structures, dites mixtes, c'est & dire entre
le type oligomannosidigue et N-acétyllactosaminigue, ont été
mises en évidence. Le glycopeptide isclé de l'ovalbumine
(voir figure 8, page 10) servira d'exemple (TAI et al : 29),
un résidu N-acétylglucosaminyl est branché en position terminale

non réductrice sur un mannose du noyau pentasaccharidique.
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NeuAc(a2-3)-Gal(31-4)-GleNAc
(al-3)

\\\\\£i$;4)
NeuAc(a2-0)-Gal{3l -4)-GleNAc( l-2)-Man
Man(al -4)-ClecNAc(2] -4)-GleNAc(sl -4)-Asn

S 1-6)

NeuAc(a2-3)-Gal(3l-+)-GleNAc(sl -Z)-Man/

FIGURE 6 : Staucture d'un glycanne triantenné de fLa 42tuine
de veau (Nilson et al: 25).

GleNac

\\4f1-a)

Man

/el -4)
GicNAc

GleNAc (g1 4) Man(gl-4)-GleNAc(31-4)-GleNAc(§1-4)-Asn

(al=3)

GleNae (51-2) (a1-6)

(31-4)

-GleNAc Man

(81-6)
GleNAg

FIGURE 7 : Staucture d'un glycanne pentaantenns de L'ovomucodide
de poule (Parenté et al: 26).

GleNAc(3l-2)-Man

(al-3)
(31-4)
GleNAc — Man(gl -4)-GleNAc(B8l -4)-GleNAc(21 -4)-Asn
Manyl_s) (Gl ‘6)
Man
Man lal-8)

FIGURE § : Structure d'un glycopeptide 45048 de 2 gvalbumine \ it
(Tal et al: 30).
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¢ - CONCLUSION

7 Il est remargquable de noter gqu'il existe une
certaine dualité dans la structure primaire des glycoconjugués
entre une partie invariable ( la séquence glycannigque du point
d'attache de la molécule)et une partie variable ( les résidus

glycanniques, disposés & sa périphérie)

Toutes ces structures sont des éléments précieux

pour élucider et comprendre toutes les étapes de leur biosynthése
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2 - LA BIOSYNTHESE DES GLYCOPROTEINES

A - INTRODUCTION

Quelle gue soit la réaction de glycosylation
examinée, celle-ci se fait par l'intermédiaire d'enzymes

de biosynthése : les glycosyltransférases.

1 - La réaction enzymatique

Les résidus monosaccharides sont transférés aux
extrémités non réductrices d'oligosaccharides ou de
polysaccharides, ou sur des protéines et des lipides par des

enzymes spécifiques (ROSEMAN : 31, SCHACHTER et RODEN : 32),

selon la réaction suivante

Glycosyltransférase

glycosyl-nucléotide + accepteur —_— accepteur glycosylé + nucléotide

a - Les donneurs et accepteurs

Le sucre donneur est toujours un dérivé phosphorylé.



Ce peut étre un glycosyl-nucléotide tel gque le GDP~Man,
UDP-Gal, CMP-NeuAc, GDP-Fuc, UDP-Glc ou UDP~GlcNAc (voir la
revue de STURGES et al : 33) ou un glycolipide (voir la revue
de PARODI et LELOIR : 34).

Le taux intracellu}aire de ces donneurs est
modulé par la présence d'enzymeé : les pyrophosphatases et
les phosphatases (voir la revue de MONTREUIL : 35, SPIXK et ql
36), capables d'hydrcl¥ser les glycosyl-nucléotides selon la

réaction suivante :

pyrophosphatase phosphatase

XDP-sucre ——® XMP+sucre~-1-P —® sucre + Pi

L'accepteur peut &tre une protéine, une glycoprotéine
ou un glycolipide. La plupart des réactions de transfert ont &té
étudiées gr8ce & l'emploi de glycoprotéines ou de glycopeptides
exogénes tels gue, par exemple, l'ovomucolide et l'asialofétuine
ou asialocagolactofétuine (voir les structures figures 6 et 7,

page 10).

b - les glycosyltransférases

Les glycosyltransférases (vo - les revues de
MONTREUIL : 37, SCHACHTER et ROSEMAN : 38) sont spécifiques
du sucre gqu'elles reconnaissent et de la liaison gqu'elles
forment. Leur bon fonctionnement nécessite en général la
présence de cations divalents comme le magnésium et le

manganése.
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Les glycosyltransférases intracellulaires sont des
prctéines en général liées aux membranes et leur solubilisation
nécessite l'emploi de détergents. Cette étroite association
glycosyltransférase-membrane est un lourd handicap pour

purifier ces enzymes.

¢ - Le méeanisme

La biosynthése des glycoprotéines différe selon
le type de liaison entre le glycanne et la protéine. Ainsi,
la synthése de O=-glycosylprotéiness'effectue simplement par
addition séquentielle de monosaccharides sur la protéine, &

éartir des glycosyltransférases correspondantes.

Au contraire, la synthése des N-glycosylprotéines
est beaucoup plus complexe, elle fait intervenir des
intermédiaires lipidigues indispensables & l'assemblage du
glycanne gqui, aprés transfert sur la protéine et maturation,

donnera la N-~glycoprotéine finale.

B - LA BIOSYNTHESE DES O-GLYCOSYLPROTEINES

Le schéma de biosynthése des O0O-glycosylprotéines
gque nous pouvons actuellement tracer se dégage des études
faites sur les O-glycosylprotéines de type mucine (voir

figure 9, pagel5 ).
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Polypeptide

N-acétylpalactosaminyl-
transférase

GalNAc{al -3)-Sexr{Thr)

sialyitransférase

galactosyitransf{érase
Gal(at -3)-Ser(Thr)

(22 -6)

NeuAc Gal{f1-3)-GalNAc(ail -3)-Sev(Thr)

Sialyltransférase fucosyltransfiérase

Gal(81-3)-GalNAc(a1-3)-Ser(Thr) Fuc(al-2)-Gal(#1-3)-GaINAc(al -3)-Ser(Thr)
(a2-6)
sialyltransférase NeuAe
N-acdtylgalactosaminyl-
trans{érase
fucosyltransférase
Neudc(a2-3)-Gal(81-3)-GalNAc(nl -3}-Ser(Thr)
(a2-6)
1-3)
NeuAc \ . (a
Fuc(ul-2)-Gal(Bi1-3)-CGalNAc(nl -3)-Ser(T1
( )-Gall ) ( JoSer(The) Gall{gl-3)-GalNAc(et -3)-Sere(Thr)
(u2-6)
(a1 -2)
NeuAc

Fucg

N-acdtylgalactosaminyl-
transfirase

GalNAc
(u1-3)
Gal(81-3)-GalNAc(al-3)-Ser(Thr)
(ul -2) l (a2-6)

Fuc NeuAc

FIGURE 9 : Schima de biosynthése des 0-glycosylproteines

—%—— néaction impossible
+ réaction Lente Al
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Les différentes étapes sont les suivantes

Etape 1 : Transfert d'un résidu B-N-acétyl-
galactosaminyl sur la sérine ou la théonine de la protéine
sous l'action d'une B-galactosaminyltransférase (HILL et al
39) .

Etape 2 : Allongement de cette chaine par étape

- branchement d'acide sialique (CARLSON et al : 40,
BEYER et al : 41, SADLER et al : 42) avant ou aprés fixation
d'un résidu galactosyl en position C-3 (SCHACHTER ¢t al : 43)

- branchement de fucose (BEYER et al : 44) ou
d'acide sialigue (REARICK et al : 4S).

- transfert d'un résidu a-N-acétylgalactosaminyl

terminal en C-3 sur le galactose (BEYER et al : 46).

La biosynthése d'oligosaccharidesde type mucine
se distingue de celle des N-glycosylprotéines par le fait
gu'elle ne semble pas faire intervenir d'intermédiaires
lipidiques et qgu'il n'existe pas de processus de maturation

des glycannes préalablement synthétisés.

¢ - LA BIOSYNTHESE DES N-GLYCOSYLPROTEINES

La biosynthése des N~glycosylprotéines s'effectue

en plusieurs étapes
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1 - Synthése d'un oligosaccharide précurseur,
attaché &4 un intermédiaire lipidique au niveau du réticulum
endoplasmigque rugueux, suivi par le transfert en bloc de cet
oligosaccharide sur la protéine. Cette synthése est plus connue

sous le nom de cycle des dolichols.

2 - Maturation du glycanne précurseur dans le Golgi.

1 - Les dolichols et le cycle des dolichols

Localisés dans le réticulum endoplasmigue rugueux,
ils jouent un réle important lors de la biosynthése des

glycoprotéines.

a =~ Les dolichols

Ce terme dqualifie une famille de dérivés
polyprénigues constitués par 16 & 20 unités de répétition
isopréne dont la derniére en position g est tocujours saturée
(voir le revue de HEMMING : 47). La caractéristique de cette
chaine est sa taille (100 g) lui permettant de traverser

la bicouche lipidique des membranes (voir figure 10, page 18).

Sur ce dolichol, peut se fixer, par l'intermédiaire
d'un groupement phosphate des monosaccharides tel que le
mannose, le glucose ou le xylose (voir la revue de FALTYNEK:48)
aboutissant & des dolichol-phosphate-glycosylés.

La N-acétylglucosamine quant & elle se fixe par l'intermédiaire
d'un groupement pyrophosphate aboutissant & un dolichol-
pyrophosphate-N-acétylglucosamine gqui permet la constitution

de composés de plus en plus complexes, par allongement de la

chaine glucidigqgue (voir figure 11, page 18).
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e} CH3 CH3

| ! |
-0-P-0-CHi,-CH_-CH-CH, ~4~CH, -CH=C -CHi, —5—H

Y 2772 2 2 27n
(81-1)] o

al- 1
GleNAC v’ O.P-0O = _j

t

o

FIGURE 10: Substitution du dolichol-vhosphate par Le mannose,
Le glucose , Le xylose et La N—ac?tyﬁgzuCOAamina-
1-phosphate.

Gle(al -2)-Gle(al -3)-Gle(al -3)-Man(ul -2)-Man(uai ~2)-Man

{«l -3) o O
Man(el-2)-Man Man(gl-4)-GleNAc(et -4)-GleNAc{g! -4)-O-gﬂ0-g-O-Dol
(a1-3) /1 -6) & &
Man
(o1 -6)

Man(al -2)-Man

FIGURE 11 : Structure du dolichol-pyrophosphate-oligosaccharide
glucosyle. ‘
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Le dolichol-phosphate joue le r&8le de transporteur
lors de l'élaboration de l'oligosaccharide ; c'est aussi un
accepteur dans la synthése de sucre donneur : dolichol-
phosphate-mannose et dolichol-phosphate~-glucose synthétisés
respectivement a partir de GDP-Man et d 'UDP~Glc ° (voir les

revues de PARODI et LELOIR : 49, BEHRENS et TABORA : 50).

D'autres intermédiaires lipidigques ont été mis
en évidence tel gue : les ficaprénols chez les plantes et les
rétinols ou vitamine A chez les mammiféres (SASAK et DE LUCA :

51). Le xrdle joué par ces lipides reste & déterminer.

b - Le cycle des dolichols

Le schéma 12, en page 20 , résume les connaissances
actuelles concernant le cycle des dolichols (voir les revues
générales de WAECHTER et LENNARZ : 53, HEMMING : 54, 55) gui
aboutit & la formation d'un oligosaccharide composé de 14

résidus de sucre (figure 11, pagel8 ). (LI et al : 56, HUBBARD

.

et ROBBINS : 57, SPIRO et al : 58).

Les différentes étapes sont les suivantes :

Etape 1 : Formation de GlcNAc-PP-Dol & partir de
Phospho-dolichol et d /UDP—GlcNAc puis allongement en

GlcNAcz—PP—Dol (voir la revue de ELBEIN : 59).
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GDP

Dol-PP-GleNAc, Dol-PP-GlcNAc, -Man

UDP GDP -Mah

5
Dol-PP-GlecNAc

GDP

Dol-PP -GlcNAcz -Mans

UMP UDP-GleNAc
153 Dol-P-Man ] ; Dol-P

Dol-P UDP-Gle GDp Dt)l-PP-GlcNArzz-Man9
4 Dol-P-Gle—" ;g, Dol -P

Dol-TF Dol-PP-GleNAc, -Man, -Gle,

UDP
Peptide
v
Peptide-GlcNAcz-Man9-01c3

FIGURE 12 : Cycle des dolichyl-phosphates (Hemming:52)
Récapitulatif des divenses inhibitions de La

glycosylation au niveau du cycle des dolichols
1- dGLc 2- FGLc et FMan
3- amphomycine 4- bacitracine 5- diumyeine

6- showdomycine  ?- tunicamyeine



Etape 2 : Addition de résidus mannosyls
aboutissant & la formation de Mang—GlcNAcz-PP-Dol.
Les travaux de CHAPMAN et al (60) ont permis d'élucider
l'ordre dans lequel sont ajoutés les monosaccharides au cours
de cette synthése. Ainsi, 1l est démontré que les cing premiers
résidus mannosyls ont pour donneur le GDP-Man (KANG et al : 61,
GERSHMAN et ROBBINS : 62, KORNFELD et al : 63) alors gque les

gquatre suivants proviennent du Man-P-Dol.

Etape 3 : Addition de résidus glucosyls sur
l'oligosaccharide-PP-Dol faisant intervenir des glucosyl-
transférases distinctes (MURPHY et SPIRO : 64). Le donneur
est ici le Glec-P-Dol (STANELONI et al : 65) et l'accepteur
peut étre le ManS—GlcNAcz-PP-Dol ou le Mang—GlcNAc2~PP—Dol
(CHAPMAN et al : 66). La nature des liaisons reliant les
résidus glucosyls & la molécule (LI et al : 67, LIU et al : 68)

et l'étude effectude par les inhibiteurs (voir page 39 ) sont

en faveur de l'existence de deux enzymes.

Etape 4 : Transfert en bloc de l'oligosaccharide
ainsi synthétisé sur un résidu d'asparagine (KIELY et al: 69,
JAMIESON : 70) généralement situé dans un coude B de la
protéine acceptrice (AUBERT et al: 71, BEELEY : 72). Ce
transfert s'effectue par l'intermédiaire de la "dolichyl-
diphosphoryl-oligosaccharide-protéine oligosaccharidyltransférase".
La présence de résidus glucosyls sur l'oligosaccharide-PP-Dol
bloque l'action d'une pyrophosphatase capable de couper la
liaison pyrophosphate, maintenant un taux intracellulaire en
oligosaccharide-PP-Dol élevé et favorisant ainsi le
transfert de l'oligosaccharide sur la protéine (HOFLACK et al
73).
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2 - Maturation du glycanne

La diversité de structure des glycoprotéines
matures suggére gue, aprés son transfert sur la protéine, le
glycanne subit un certain nombre de transformations.La
figure 13, page 23 résume les différentes étapes de cette

maturation.

Etape 1 : Elagage des trois résidus glucosyls et
de gquatre résidus mannosyls excédentaires par des enzymes
spécifigues. L'élimination des résidus glucosyls se situe
aprés le transfert de l'oligosaccharide sur la protéine
(KORNFELD ¢t gl : 74, PARODI : 75). Plusieurs glucosidases
ont été mises en évidence (SPIRO et al : 76) : la glucosidase
Stant le résidu glucosyl le plus externe (GRINNA et ROBBINS :
et la glucosidase II - III éliminant successivement les deux
résidus glucosyls restants. De méme, deux activités
mannosidasiques hydrolysant les liaisons al-2 ont été
rencontrées dans le Golgi (OPHEIM et TOUSTER : 78, TABAS et
KORNFELD : 79, TULSIANI ¢t al : 80).

Etape 2 : Action- de la BR-2-N-acétylglucosaminyl
transférase I (STANLEY et ql : 81) branchant un résidu de
N-acétylglucosamine en al=-2. Cette enzyme isolée & partir

de colostrum de vache (HARPAZ et SCHACHTER : 82) et de foie

de lapin (HOPPENHEIMER et HILL : 83) a une trés haute affinité

pour le composé suivant : ManS-GlcNAcz-Asn mais peut aussi

utiliser le Man3—GlcNAc5Asn comme substrat.

77)
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Gle(al -2)-Gle{nl -3)-Gle(al -3)=Man{al =2)-Man{a1 -2}-Man

{al-3)

Man(ni -2)-Man Man(R1-4)-GleNAc(f1-4)-GlcNAc(R1 -4)-Asn

(01-3) Ani1-6)

Man
(el =6)
Man(al -2)-Man glucosidases
mannosidases
Man

\ei- !

Man Man(R1-4)-GleNAc(el -4)-GleNAc(R1 -4)~Asn
(t1-3) /(al-6)
Man
{al-6)
Man
N-acétylglucosaminyltransiérase [
GleNAc(al-2)-Man v
Structures type (al-3)
oligomannosidique Man Man(31-4)-GleNAc(81 -4)-GleNAc(2l ~4)-Asn
\al -3)/(al -6)
Man
(21-6)

: . Man
N-acéiylglucosaminvitransférase III

GlecNAc-dépendent -mannosidases

GlcNAc(81-2)-Man

{al-3) ‘
type mixte
Structures typ Man(21 -4)-GleNAc(gl ~4)-GleNAc(3l -4)-Asn
(al-6)
Man

N-acétylglucosaminyltransférase II

GicNAc(f1-2)-Man v
(a1-3)
Man(8l -4)-GleNAc(321 -4)-GleNAc(3l -4)-Asn
(2t -5)
GleNAc(2l-2)-Man Réaction d'élongation catalysées par les

galactosyl-, fucosyl-, sialyliransférases

Structure type
N-acétyllactosaminyque

FIGURE 13: Maturation de L'oligosaccharide.

-
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Etape 3 : Elimination de deux résidus mannosyls
en al~-6 et al-3 par des mannosidases golgiennes (HARPAZ et
SCHACHTER : 84) trés affines pour les oligosaccharides de

structure : GlcNAc—ManS-GlcNAcz.

Etape 4 : Action de la g-2-N-acétylglucosaminyl-
transférase II (NARASIMHAM et al : 85) avant ou aprés
branchement de résidus fucosyls en position C-6 sur la
N-acétylglucosaminyl du point d'attache (JABBAL et SCHACHTER
86, WILSON et al : 87). |

En fin de maturation, le branchement de résidus

terminaux confére au glycanne son originalité

- Addition de résidus galactosyls par une
B-4-~galactosyltransférase (KHATA et al : 88, SCHACHTER et
ROSEMAN : 89).

- Addition de résidus fucosyls en C-3 sur la
N-acétylglucosamine externe (PAULSON et al : 90) ou en c-2
sur le galactose (BEYER et al : 91)

- Addition de résidus d'acide sialigue en C-3
ou C-6 des résidus galactosyls (VAN DEN EIJDEN et SCHIPHORST
92 : PAULSON et al : 93).

L'ordre de ces deux derniéres réactions de
glycosylation n'a pu encore étre établi mais obéit
néanmoins & des lois strictes de substitution : la coexistence
d'acide sialique et de fucose sur une méme branche n'a jamais

été décrite.
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En conclusion, toutes les N-glycosylprotéines
commencent par &tre des structures oligamannosidiques, c'est
seulement aprés maturation que la spécificité est donnée par
la molécule en des glycannes plus complexes de type
N-acétyllactosaminique ou oligomannosidique ou encore de type

hybrides.

Bien que les grands traits de la biosynthése de
glycoprotéines soient élucidés, de nombreux points restent
encore obscurs. Les inhibiteurs des réactions de glycosylation
sont de précieux ocutils aussi bien pour explorer le ré&le
biologique de la partie glycannique des glycoprotéines gque

pour disséquer certains mécanismes de réactions de glycosylation.



5 - LES INHIBITEURS DES GLYCOSYLTRANSFERASES

D'abord remarquées pour leurs propriétés antivirales

(SCHACHTER et al : 94), certaines substances se sont révélées

&tre des inhibiteurs de réactions de glycosylation.

Nous décrirons, dans ce chapitre, le mode d'action

de quelgues unes d'entre elles (voir les revues de STRUCK et

LENNARZ : 95, SCHWARZ et DATEMA : 96, SCHWARZ et al : 97).

Elles peuvent étre réparties en plusieurs classes

- Les analogues de sucres simples.

- Les antibiotiques.

- Les inhibiteurs de structures diverses.

A - LES ANALOGUES DE SUCRES SIMPLES

Le 2-desoxy-D-glucose (désoxyglucose ou dGlc), le
2-desoxy-2-fluoro-D-glucose (fluoroglucose ou FGlc), le
2-desoxy-2-fluoro-D-mannose (fluoromannose ocu FMan), et 1le
2~desoxy-2-D-glucose (glucosamine) sont depuis plusieurs
années connus comme étant des inhibiteurs du développement
viral (SCHWARZ et DATEMA : 98, SCHOLTISSEK : 99, SCHWARZ
et al : 100) par inhibition de la glycosylation des
glycoprotéines virales (SCHWARZ ET KLENK : 101). Ce sont des
analogues de sucres spécifiques (leurs actions sont résumées

dans le tableau I, page 31, ainsi que dans la figure 12, page

20) .
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1 - Le desoxyglucose

Les études effectuées in vivo sur des fibroblastes
infectés par Semliki forest Virus et influenza A Virus
(SCHWARZ ¢t al : 102) montrent’la'formation de GDP-dGlc et
de UDP-4dGlc inhibiteur de la synthése d'oligosaccharide-PP-Dol
(SCHWARZ et DATEMA : 103) & différents niveaux : ‘

- Le dGlc-P-Dol formé & partir de GDP-dGlc et de
phospho-dolichol (SCHWARZ et al : 104) diminue la guantité de
phospho~dolichol utilisable pour la formation de Man-P-Dol
(SCHWARZ et al : 105), Glc-P-Dol et GlcNAc-PP-Dol (DATEMA
et al : 106). L'utilisation de phospho~dolichol exogéne
réduit cette inhibition Z»n vVZv0 indiquant que les sucres
entrent en compétition pour limiter le taux de phospho-dolichol.
"Par ce mécanisme, la formation des intermédiaires eésentiels
.4 la synthése d'oligosaccharide~PP-Dol est diminuée ou inhibée

si la quantité de dolichol est faible.

- L'élongation du GlcNAcz-PP—Dol est inhibée
par le GDP-4Glc si celui-ci est en quantité suffisante par
rapport au GDP-Man (DATEMA et SCHWARZ : 107). La fixation de
desoxyglucosed partir d’ UDP—dGlc‘sur le GlcNAcz-PP—Dol
aboutit &4 la formation de dGlc-GlcNAcz-PP—Dol gui ne peut
étre allongé par le GDP-Man ou le Man-P-Dol. Une situation
similaire s'appligue pour le dGlc-Man-GlcNAcz-PP-Dol.
Les oligosaccharides-PP-Dol de structures abérrantes et non

fonctionnelles s'accumulent. Ce mécanisme étant irréversible,

conduit & l'inhibition de la synthése,
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- Le desoxyglucoseinterfére également avec d'autres
étapes du cycle des dolichols. Cet analogue de sucre est
incorporé & la place de résidu mannosyl (DATEMA et SCHWARZ : 108)
ou glucosyl (DATEMA et SCHWARZ : 109) dans l'oligosaccharide-
PP-Dol. Des travaux, effectués sur des systémes acellulaires,
montrent gue l'incorporation de résidu desoxyglucosaminyl & 1la

place de résidu mannosyl dans les oligosaccharides-PP-Dol

vl

longue chaine, empéche le transfert en bloc de cet oligo-
saccharide sur la protéine (DATEMA et SCHWARZ : 110). Néanmoins,
on peut rencontrer le desoxyglucose dans des glycoprotéines
(KALUZA et al : 111, STEINER et al : 112), des mannanes et
glycannes de levure (BIELY et al : 113, KRATK& et al : 114)

si celui-ci est en guantité insuffisante pour provoquer une

inhibition totale.

2 - Le fluoroglucose et le fluoromannose

Dans les levures et les cellules embryonnaires de
poulet, 4 la fois le fluoroglucose et le fluoromannose sont
métabolisés par liaison avec 1l'UDP et le GDP (SCHMIDT et al
115) . Apparemment, la cellule ne fait pas de différence entre

ces deux sucres fluorés,

Le fluoroglucose interfére avec les réactions de
mannosylation : il inhibe la formation de Man-P-Dol et de ce

fait, blogque l'assemblage de Glc3—Man9-GlcNAc2-PP—Dol

(DATEMA et al : 116), l'élongation du ManS—GlcNAcz-PP—Dol ne

permettant pas la synthése de Gch-Mang-GlcNAcz-PP—Dol
(DATEMA et al : 117).
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L'inhibition de cette synthése peut &tre inversée ou
blogquée (DATEMA et SCHWARZ : 118) en additionnant au
milieu de culture une gquantité adégquate de mannose
(SCHMIDT et al : 119) : il semblerait que le GDP-FGlc

soit un inhibiteur compétitif de la formation de Man-P-Dol
mais jusqu'a ce jour, l'incorporation de fluoroglucose
dans les intermédiaires lipidiques du cycle des dolichols

n'a pu &tre montrée (DATEMA et al : 120).

Le Mans—GlcNAcz—PP-Dol peut se former dans les
cellules traitées au fluoroglucose (DATEMA et al : 121),
l'heptasaccharide synthétisé peut &tre transféré sur la
protéine inm vivo , probablement de la méme fagon qu'un

dérivé glucosylé. L'origine de ce manque de résidus

glucosyls n'est pas encore connue. Mais le fait que le
transfert de résidu glucosyl du Glc-P-Dol & l'heptasaccharide-
PP-Dol n'est pas touché par l'inhibiteur (de méme que le
transfert de résidu mannosyl & partir de Man-P-Dol) d'une
part, et que les membranes des cellules traitées montrent

une diminution du taux de Man-P-Dol et Glc-P-Dol (DATEMA

et al : 122) d'autre part, incitent & penser gue le

fluoroglucose intervient au niveau de la formation de

Glc-P-Dol comme il le fait pour le Man-P-Dol.

Une différence notable entre le devenir
métabolique du fluoromannose, fluoroglucose et desoxyglucose
est que les sucres fluorés ne sont pas incorporés dans les
glycolipides ou glycoprotéines. Seuls, gquelgues glycannes
des parois cellulaires de levure renferment des résidus de

fluoroglucose et fluoromannose (SCHMIDT et al : 123).
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3 - La glucosamine

Un examen du métabolisme de la glucosamine sous
des conditions inhibant la glycosylation protéique , he
révéle aucun métabolisme particulier mais on constate gque
la concentration intracellulaire de glucosamine est fortement
augmentée (KOCK et al : 124). Le lavage de ces cellules avec
un milieu sans glucosamine, rétablit la glycosylation en 15
minutes. Durant ce lavage, la concentration des métabolites
de la glucosamine et celle des glycosyl-nucléotides ne
varie pas ; seule la concentration intracellulaire de
glucosamine diminue. La glucosamine agit donc en tant gque

telle comme inhibiteur.

Des travaux ont montré gue la glucosamine inhibe
les premiéres étapes du cycle des dolichols (DATEMA et SCHWARZ
125) mais ceci n'est pas valable pour les systémes acellulaires.

Une hypothése se dégage selon laguelle la
glucosamine inhibe indirectement la glycosylation dépendante
des dolichols, en affectant la structure et les propriétés des
systémes membranaires (MOLNAR et BEKESI : 126, FRIEDMAN et
SKEHAN : 127). En outre, la glucosamine peut causer des
modifica;ions du taux d'UTP et A'ATP lorsque le pyruvate ou le
glucose éervent comme scurce d'énergie et de carbone
(SCHOLTISSEK : 128) agissant indirectement sur la biosynthése

des glycoprotéines.



INNIBITEURS

METASOLITES DETECTES SOUS DES
CONDITIONS INHIBITRICES

AGENTS INHIBITEURS

REACTIONS DU CYCLE DES
DOLICHOLS INHIBFRES

Pésoxyglucose

Fluoroglucose

Fluoromannose

Gluzosamirne

TABLEAU T :

dGlc-1-pP
dGlc-6-p

UDP-dAGle
GDP=dGlec

dGlc=-P~Dol

FGlc-6~p
UDP~FGlec
GDP-FGle

fFMan=-6-p
UDP«Fman

GDP=-FMan

GlcNAc
GlcNAc=-6-P
UDP-GLleoNAcC

CATEGORIE ET QRIGINE

acide 6-P-desoxygluconique

UpPr-d-Glc

dGlc-P~-Dol

GleN

REACTIONS INHIBEES DANS
LE CYCLE DES DOLICHOLS

formation de Glc-P-Dol
formation de monosaccharides-P-Dol

élongation de l'oligosaccharide-
PP-Dol
glucosylation de Man -GLcHAcZ-PP-

9
Dol

formation de Man-P-Dol

formation de Glc-P=Doi

Inhibition du cycle des dolichols parn Les analoques de Auches.

MECANISME D'INHIBITION

Tunicamycine

Asphomycine

Bacitracine

Showdonycine

fiumycine

TABLEAU I :

antibiotique nucldéosidique
de Streptomyces

antibiotique polypeptidique

de Streptomyces canug

antibiotique polypeptidique

de Bactlus bicheniformis

antibiotique nucléosidique

de Streptomyces showdoenatis

antidlotique phospheqglyco-
lipide de Streptomyces

umbrinusg

lysosupertficus

formation de GlcNAc-PP-Dol

4 haute concentration

formation de Gleg-P-Dol

formation de

monosaccharide-P=-Dol

formation de Dol-P A
partir de Dol-PP ou
d'oligosaccharide=-PP~Dol

formation de Glc-P-Dol

formation de GlcNAcz-PP-Do
3 partir de UDP-GlcNAc ez
de GlcNAc-PP-0ol

inactlive la Dol-PP~GlcllAc=!=-P-~

transférase

inactive la formation de
lcNAc-PP-Dol, Man=-P=-Dol et
Gle-P=-Dol

forme un complexe avec le
polyprénol~diphosphate et un
ion nétalligue

inhibe non compétitivement

la formation de Glc-P~-Dol

: s

Lll(f

Inhibition du cycle des dolichols par Les antiblotigues
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B - LES ANTIBIOTIQUES

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-aprés (le tableau II, page 3] , et la figure 12,

page 20 résument leurs actions).

1 - La tunicamycine

La tunicamycine a été isolée de Stneptomyces
lysosuperifius (TAKATSUKI ¢¢ gl : 129). C'est un antibiotique
nucléosidique dont la structure est donnée dans la figure 14,
page 36 (TAKATSUKI ¢t gl : 130). La nature de l'acide gras
est variable et conduit & des homologues tels que : la
streptovirudine, la mycospocidine et l'antibiotique 240 10.

Ces composés inhibent la formation de GlcNAc-PP-Dol 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~l-phosphate-transférase par compétition avec 1'UDP-GlcNAc
soluble (KELLER et gl : 134), une hypothése se dégage selon
laguelle la tunicamycine est un analogue des deux substrats
(KELLER ¢t gl : 135). Cette supposition expligquerait ainsi

la grande spécificité de l'inhibition de la tunicamycine.
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Des antibiotiques, étudiés dans ce chapitre, seule
la tunicamycine est un inhibiteur de la glycosylation de
protéines dans les cellules animales intactes, par action
sur la formation de GlcNAc-PP-Dol. En effet, le fait que la
O-glycosylation se produit dans les cellules traitédes a la
tunicamycine (GAHMERB ¢t al : 136, BUTTERS et HUGHES : 137,
SPEAKE et WHITE : 138) indigue - que le "pool" intracellulaire

de sucres n'est pas affecté de fagon significative.

2 - L'amphomycine

L'amphomycine appartient & un groupe d'antibiotigques
composé d'acide gras et d'une chaine peptidique (voir figure 14,
page 36 ). Il existe d'autres composés de ce groupe, tels que :
la tsushimycine, l'asparticine et l'aspartomycine (TAMAKA
et al : 139, TANAKA et al : 140). L'amphomycine inhibe de 1la
méme fagon que la tunicamycine la synthése de peptidoglycannes

dans Bactllus megaterium (TANAKA et al : 141).

Dans le cas des cellules eucaryotes, l'amphomycine
inhibe la formation de GlcNAc¢-PP~Dol, Man-P-Dol et Glc-P-Dol
(KANG et ELBEIN : 142, KEAN : 143, KANG et al : 144, ERICSON
et al : 145).‘Ces réactions ont un point commun ; elles
requiérent l'ion manganése et le phospho-dolichol, mais une
concentration en ions et/ou en phospho-dolichol ne peut Stex
ce blocage (KANG et al : 146), indiguant gue l'inhibition est

irréversible et non compétitive.
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L'amphomycine inhibe in vitro la formation de
Man-P-Dol, Glc-P-Dol et GlcNAc-PP-Dol mais pas le transfert
de résidus mannosyls & partir de GDP-Man ou de Man-P-Dol
sur l'oligosaccharide-PP-Dol, en effet & des concentrations
d'antibiotique inhibant complétement la formation de
Man-P-Dol, la mannosylation par le GDP-Man de l'accepteur
endogéne donnant l'heptasaccharide Man_-GlcNA_-PP-Dol est encore

5 2
possible (KANG et al : 147).

On notera gque, quand la formation de [3H]—P-Dol
a4 partir de l'UDP-[3H]Glc est complétement inhibée,
l'incorporation de [3H]Glc dans l'oligosaccharide=-PP-Dol a
encore lieu (KANG et al : 148). Malheureusement, aucune
donnéelstructurale n'est applicable guant & l'oligosaccharide
formé. Toutefois, ces résultats suggérent l'existence de donneurs

de résidus glucosyls autre gue Glc-P-Dol.

3 - La showdomycine

La showdomycine, antibiotigque nucléotidigue (voir
figure 14, page 36 ) (NISHIMURA et al : 149) est un inhibiteur
spécifique de la formation de Glc-P-Dol dans des préparations
d'enzymes solubles de l'aorte de porc (KANG et al : 150). A
concentrations élevées, elle inhibe également la formation

de GlcNac-PP-Dol et Man-P-Dol.

La showdomycine semble étre un inhibiteur non-
compétitif de la dolichyl-glucosyltransférase bien que son

mécanisme d'inhibition soit encore inconnu.



4 - La diumycine

La diumycine, agissant sur la formation de
GlcNAc-PP~-Dol, Man-P-Dol et GlgNAcz-PP-Dol (VILLEMEZ et
CARLO : 151, BABCZINSKI : 152) n'est pas un inhibiteur trés
spécifique de la synthése des glycoprotéines. Néanmoins,
l'activité glucosyltransférase étant fortement affectée
(VILLEMEZ et CARLO : 153), cette drogue peut toutefois é&tre
utilisée pour étudier le rSle de Glc-P-Dol dans la formation

de glycannes.

5 - La bacitracine

La bacitracine (voir figure 14, page 36), par
formation d'un complexe avec le polyrénol-diphosphate et un
cation divalent, inhibe la déphosphorylaticn du dolichol
diphosphate (WEDGWOOD et STROMINGER : 154), de l'undécaprénol
diphosphate (SIEWERT et STROMINGER : 155, STONE et STROMINGER
156) et donc la synthése de glycoconjugués & dolichol
dépendant. Dans la majorité des systémes cellulaires étudiés,
la bacitracine n'entre pas dans le cytoplasme. Dans les
systémes eucaryotes, le cycle des dolichols est localisé dans
le réticulum endoplasmique et pour cela inaccessible a la
bacitracine. C'est pourquoi, uniquement la glycosylation,
dépendant des dolichols et situé sur la membrane plasmique,

peut &8tre sensible & la bacitracine (HOFLACK et al : 157).
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Le recyclage du phospho-dolichol & partir de
dolichol-pyrophosphates peut apparemment se produire dans
des microsomes de foie de rat et ces dolicHol-phosphates
peuvent &tre utilisés pour former du Man-P-Dol & partir
de GDP-Man. Comme on pouvait l'espérer, la formation de ces
Man-P-Dol, et non pas ceux formés avec le dolichol-phosphate

endogéne, est inhibée par la bacitracine (KATO et al : 158).

C - LES INHIBITEURS DE STRUCTURES DIVERSES

Les nucléotides et ses dérivés : analogues de
nucléotides, dialdéhydes nucléosides, glycosyl-nucléotides
ainsi que les composés phosphorylés : pyrophosphates,
arylphosphates sont également des inhibiteurs de 1la

glycosylation des protéines.

1 - Les nucléotides et dérivés

a = Nucléotides et analogues nucléotidiques

Les effets des nucléotides ont été étudiés sur la
sialyltransférase de sérum humain (KLOHS et al : 159) : les
nucléotides & cytidine agissent comme des inhibiteurs
compétitifs de l'enzyme, contrairement aux nucléotides &

adénosine et & uridine gui sont non compétitifs.
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L'importance de l'inhibition est en rapport avec le nombre
de phosphatesainsi : le XMP est moins inhibiteur gue le XDP
et gque le XTP. Dans les cellules de lymphome de Burkitt,

il semble que ce soit l'inverse (KILTON et ql : 160)

XMP > XDP > XTP.

Les analogues nucléotidiques tel que : le
5'-fluorocytidine~triphosphate, la cytidine-3'-5"'-cycligue-
monophosphate et la cytosine-B-D-arabinofuranoside-5'-
triphosphate sont également des inhibiteurs de
glycosyltransférases. D'autres, telsgqgue 1'AMPc et le GDPc
ont un effet activateur en protégeant le précurseur par
inhibition de la pyrophosphatase (MOOKEIJEA et YUNG : 161 ,
DEBEIRE et al : 162, SPIK ¢t al: 163).

b - Les dialdéhydes nucléosides

Les analogues dialdéhydiques de l'adénosine,
inosine, cytidine et 6-méthylthiocpurine-ribonucléoside sont
des agents antitumoraux. L'étude des mécanismes d'action de
ces agents a montré qu'ils inhibent un certain nombre
d'enzymes (KIMBALL et al : 164, CORY et MANSELL : 165, CORY
et al : 166) dont certaines intervenant dans la synthése de
glycoprotéines, tel que la xylosyltransférase et la
galactosyltransférase de mélanome B 16 (LEE et al : 167).

Le mécanisme d'inhibition dépend de la concentration de Mn++
(POWEL et BREW : 168), ce qgui améne & penser que la liaison
++4

Mn avec l'enzyme est une condition préalable pour que 1la

liaison du dérivé XDP s'établisse.
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L'inhibiticn peut &tre progressivement inversée par des
bases nitrées ou stabilisée par réduction au borohydrure

de potassium, ce qui s'accorde avec l'hypothése gqu'une base
de Schiff se forme avec un résidu de lysine comme il a ét¢é
montré en isolant un peptide fortement marqué, lié i
l'UDPf3H], caractérisé comme : Ser-Gly-Lys-UDP (POWEL et
BREW : 169).

On notera que le dialdéhyde-UDP inactive
spécifiquement la galactosyltransférase de membrane plasmigque
de cellule 3T 12, mais pas le dialdéhyde-ADP (CUMMINGS et al
170) .

e - Les glycosyl-nucléotides : UDP-Man et GDP-Man

L'UDP-Man et GDP-Man sont des inhibiteurs de la
glucosyltransférase gui transfert le résidu glucosyl de
1'UDP-Glc sur le phospho-dolichol dans des microsomes de

foie (KERR et HEMMING : 171).

L'obtention d'une réponse biphasique suggére la
présence de deux glucosyltransférases dont une seule est
inhibée. L'inhibition apparait étre une propriété propre des
glycosyl-nucléotides et non pas due & une compétition pour
un taux limité de phospho-dolichol. Par contre, 1'UDP-Gal
et 1'UDP-Xyl causent une inhibition peu marquée de la

glucosyltransférase.
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d - Le pyrophosphate et les arylphosphates

Le pyrophosphate et les arylphosphates sont des
inhibiteurs de la synthése de glycoconjugués au niveau du cycle

des dolichols (KATO et al : 172, 173).

Le phénylphosphate inhibe le transfert de résidu
mannosyl du GDP~-Man au phospho-dolichol endogéne dans les
microsomes de foie de rat, en agissant comme un accepteur
artificiel de GDP-Man. Le phényl-phosphate-p-D-mannose formé
Ufétantpas un donneur de résidu mannosyl) est retrouvé dans
le milieu extramicrosomal. Ce composé est également un accepteur

de résidu glucosyl.

Les travaux étendus aux arylphosphates montrent
que l'acide benzophosphorigque est actif seulement comme
accepteur de mannose alors que le (p-nitrophényl)phosphate

est plus actif comme accepteur de glucose.

En conclusion, les inhibiteurs sont des outils
précieux pour étudier la biosynthése des glycoconjugués.
Leur mode et point d'action varie en fonction de leur
structure. Ainsi ils peuvent agir soit en entrant en
compétition avec le substrat, soit en se comportant comme
un accepteur ou encore en formant des complexes avec les

glycosyltransférases,
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4 - LE BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE

Avant d'étudier les effets du bis=~(p-nitrophényl)

phosphate sur la biosynthése des glycoconjugués, nous rappelons

briévement les propriétés biochimiques et toxicologigues de

ce composé.

A - ASPECTS BIOCHIMIQUES

Le bis-(p-nitrophényl)phosphate:

O
? .

NC% Cl-?_C) NO»
o

est bien connu comme étant un substrat de phosphodiestérases
(HEYMANN et KIRSH : 174) et un inhibiteur spécifique des
carboxyestérases. Le mécanisme de cette inhibition est 1le
suivant : aprés coupure du p-nitrophénol, le résidu
(p-nitrophényl)phosphate se lie de fagon covalente &

l'hydroxyl de la sérine sur le site actif des carboxylestérases

(HEYMANN et KIRSCH : 175).

Etant faiblement toxique, il a pu étre utilisé
in vivo . Ainsi, on a établi que l'inhibition des estérases
4 une influence sur l'induction par les narcotigues de 1la
synthése des porphyrines (TAUB et MARKS : 176, MURPHY ¢t gl
177) ou réduit la formation de la méthémoglobine dépendante

de la phénacétine (HEYMANN et gl : 178).
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Le bis-(p-nitrophényl)phosphate a été utilisé
€également pour la discrimination des estérases (HANSERT
et al : 179) pour la titration des sites actifs (KUNERT et
HEYMANN : 180, ARNDT gt gl : 18]) et pour des investigations

dans le turnover des protéines intracellulaires chez le rat.

B - ASPECTS TOXICOLOGIQUES

L'injection de ?4C3bis-(p-nitrophényl)phosphate
a permis de localiser les points d'iﬁpact in vivo. La

‘distribution de la radiocactivité en fonction du temps (de 5

minutes & 3 jours) a été étudiée (BLOCK et WASSERMANN : 182) .

Deux phases sont mises en évidence :

- Une premiére, non spécifique, déterminée par les
propriétés physicochimiques du bis-(p-nitrophényl)phosphate,par
degré de vascularisation des tissus, et par le métabolisme
intracellulaire du bis-(p-nitrophényl)phosphate et son

élimination.

- Une deuxiéme, aprés une heure, refléte sa haute
spécificité et les interactions entre l'inhibition et le taux
de carboxyestérases existant dans le tissu. Le schéma (voir
la fiéure 15, page43 ) représente le processus d'élimination
aprés injection intra-veineuse du bis-(p-ni_.rophényl)phosphate

chez le rat.

le
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En conclusion, utilisé comme substrat pour des

phosphodiestérases et bloquant certaines enzymes de fagon
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 ponts "phosphates"” ou "diphosphates”
(glycosyl-nucléotide-mono ou di-phosphates et glycosyl-mono
~di-phospho-dolichol).
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MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre rappelle briévement les techniques et

matériels qgue nous avons utilisés lors de nos travaux.

1 - LES LYMPHOCYTES SPLENIQUES DE RAT

A ~ PREPARATION

Les lymphocytes sont préparés & partir de rate

de rats Wistar, agés de 6 semaines environ.

Toutes les opérations se font & 4°cC.

- Prélévement de la rate et dilacération dans un

tampon COX et PETERS (184) pH : 7,4 dont la composition pour
1 litre est de
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NaCl 7,318 g
KC1l 0,29 g
Caclz(anhydre) 0,11 g
MgSO4(7H20) 2,46 g
Glucose 1,8 g
Hepes 3,78 g
L'osmolarité est de : 288 mOsm,

- Aprés filtration sur gaze, la suspension est
centrifugée & 500 g pendant 10 minutes, le culot cellulaire

est repris dans un tampon d'hémolyse de composition

Nacl 0,154 M
KHCO3 0,01 M
EDTA 1 M

- Aprés centrifugation & 500 g durant 10 minutes,

les lymphocytes sont lavés dans le tampon.

Une derniére centrifugation de 500 g pendant 10
minutes permet d'obtenir un culot de lymphocytes qui, repris
par un volume de tampon adéquat, donnera 1la concentration

cellulaire désirée.
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B —~ VIABILITE ET COMPTAGE

La viabilité de la suspension cellulaire est
réalisée par le test au bleu trypan : les cellules sont
mises en suspension dans un tampon COX et PETERS (185),
contenant du bleu trypan & la concentration de - 02 %.

Le pourcentage de cellules colorées indique le pourcentage
de lymphocytes non viables. En général, celui-ci avoisine
les 10 %. On remargue dque le temps d'incubation ne

changent en rien la viabilité cellulaire.

Le comptage de lymphocytes se fait grdce & la

cellule de Malassez.

2 - PREPARATION DES ACCEPTEURS

A - L'OVOMUCOIDE

L'ovomucoide est préparée au laboratoire selon la
méthode de FREDERICQ et DEUTSCH (186). La structure de ce

composé est donnée dans la figure 7 , page 10
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B - L'ASTIALOFETUINE

La fétuine (voir figure 6 , page 10 ) est d'origine

commerciale  (Sigma, St Louis, USA).

La désialylation des glycoprotéines (10 mg/ml)
s'effectue par hydrolyse ménagée par l'acide trifluorocacétique
(0,1 M a 80°C) durant 35 minutes. La solution est ensuite
dialysée contre de l'eau puis lyophilisée. Dans ces conditions,
la désialylation compléte est vérifiée aprés méthanolyse par

chromatographie en phase gazeuse.

C - L'ASIALOAGALACTOFETUZINE

1 - Principe

La désialylation de l'asialofetuine est réalisée

par action de la B-galactosidase sur l'asialofétuine.

2 - Réactifs
Les réactifs utilisés sont les suivants :

Le tampon de Mac-Ilvaine conposé de
PO4HNa2 0,02 M
acide citrique 0,01 M

pH : 7,4
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- La B-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 & partir de paranitrophénol-g-~D-galactoside.

3 - Protocole

50 mg d'asialofétuine sont solubilisés dans 2 ml
de tampon de Mac-Ilvaine augquel est ajouté 100}Jl de
P-galactosidase. Aprés 15 heures d'incubation & 37°C, 100})1
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 d4'ammonium 0,1 M & pH : 6,4.

Le profil d'élution représenté en figure 16, page
49 montre la séparation de l'asialcagalactofétuine, repérée
grdce & son absorbance & 280 nm et de l'enzyme, repéré gréce

4 son activité sur le {(p~nitrophényl)galactose.
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3 - MESURE DES ACTIVITES GLYCOSYLTRANSFERASIQUES

La mesure des activités glycosyltransférasiques

' . C 3o <
s'effectue par l'intermédiaire de précurseurs radiocactifs

dont le transfert est suivi sur les accepteurs endogénes et

exogénes.

A - CONDITIONS OPTIMALES D'ACTIVITES GLYCOSYLTRANSFERASIQUES

pour des incubations de 100 MLl finales.

Enzymes

Ces conditions sont résumées dans le tableau III

Précurseurs radioactifs

Accepteurs exogénes

tons

Temps et
température
d'incubation

Nucléotide
monophosphate
protégant le subatrat

Galactosyltrans{érase

Sialyltrunsférase

Fuconyltransférase

Mannosyltransferase

Glucosyltransférage

N-Acdtylgtucosami-
ayltransférase

upp-{'clcat SuM
100mCi/minol

emp- [e] eunc spm
203inCi/mmol .

GDhP- E”C] Fuc 5'p.lM
203mCi/mmol

aor- CHE] Man 6pm
2031nCi/rahiol

une- LHC](‘.lc b)xM
309mCi/minol

3
upr-[t]GicNAc tpm
b, 6mCi/rmnwol

Ovomucoide Smg/mi

Asialofetuine Smg/ml

Asialofetulne Smg/mt

Asialoagalactofetuine Smg/ml

Pas d'uccepteur
exogiéne

Pas d'accepteur
exogéne

Pas d'accupteur
exogine

MnClZ 10mM

MnCl2

MgClz

MgCl
!
MnC.2

MyCl

MnCl2

MpCt

Mu(:l2

smM

2mM

2mM
SmM
SmM
2ZmM

ZmM
StinM

30mn 2 37°%c

30mn i 37°c

30mn A 37°c

20mn 2 30°c

20mn 3 30°¢

20mn A 30°c

AMP 5mM

UMP 5mM

AMP SmM

AMP S5SmM

AMP SmM

TABLEAU 11T :Conditions optimales d'activités des glycosyltransférases.
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Ces produits radiocactifs utilisés proviennent
d'origine commerciale (Amersham, UK & l'exception de

l'UDP—[3H]GlCNAc, NEN, Boston, USa).

B -~ DETERMINATION DE LA RADIQACTIVITE LIEE AUX ACCEPTEURS

1 - Acido~-précipitable

La réaction est arrétée suivant la méthode décrite
par CACAN et gl (187), par addition de 1 ml d'acide
phosphotungstique : 5 % en HCl 2N, Le matériel acido-précipitable
est recueilli sur fiIltre en fibresde verre (WHATMAN GFC), et
lavé abondamment par de l'acide trichloroacétique & 5 %, par
de l'eau et enfin par l'éthanol absolu. La radicactivité

retenue sur le filtre est déterminée en scintillation ligquide.

2 - Extraction séquentielle des intermédiaires lipidigues

Aprés incubation, la réaction est arr&tée par
addition de mélange d'arrét (cacodylate de sodium : 1 M, IgG,
utilisé comme dispersant : 10 %, MgCl2 : 100 mM, pH : 7,4).
Les intermédiaires lipidiques sont ensuite extraits par la
méthode décrite par HOFLACK et al (188). Les différentes
étapes de cette extraction sont résumées dans la figure 17

page 52 , elles permettent d'obtenir
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1 - Une phase chloroforme / méthanol, contenant
les intermédiaires lipidigques de type dolichol contenant un
ou deux résidus glycosyls : Man=-P-Dol, Glc-P-Dol, GlcNAcz—PP-Dol.

Dans cette phase, sont également extraits les sphingoglycolipides
Cer-Glc,

2 - Une phase agueuse, renfermant les glycosyl-
nucléotides marqués, leurs produits de dégradation (sucre-1P,
sucre) et les produits de dégradation des intermédiaires
lipidigques (phospho-oligosaccharides). Le passage sur colonne

de Séphadex G 25 permet de séparer ces différents composés.

3 ~ Une phase chloroforme / méthanol / eau gui

permet l'extraction de dolichyl-pyrophosphate-oligosaccharides.

4 - Un résidu protéique, renfermant les protéines

nouvellement glycosylées.

3 - Hydrolyse et séparation des oligosaccharides liés aux

dolichyl - pyrophosphates

a - Hydrolyse de l'oligosaccharide du dolichyl-pyrophosphate

L'échantillon est séché sous azote, repris dans
0,5 ml de méthanol. Aprés addition de 0,5 ml d'une solution
de HCl : 0,02 M dans l'eau, le mélange est porté sous reflux

a4 100°C pendant 10 minutes,



- 54 -

Puis, une neutralisation est effectuée par addition de 0,5 ml
de NaOH : 0,02 M dans le méthanol. Un déphasage est réalisé par
addition de 1,5 ml de chloroforme aprés agitation et
centrifugation., Les oligosaccharides et monosaccharides se

retrouvent dans la phase supérieure.

b - Séparation de GlecNAc et GleNAce-GlelNAe

Le N-acétylglucosamine et le N-N'-~diacétylchitobiose
sont séparés par chromatographie sur papier Whatman 3 dans le

systéme solvant : butanol / pyridine / eau (6 : 4 : 3 en volume).

¢ = Séparation du Gle=P-Dol et Cer=-Gle

Le dolichyl-phosphate-glucose est séparé du
glucosyl~-céramide par chromatographie descendante suxr DEAEcCellulose
(WHATMAN DE 81) en présence de chloroforme / méthanol
{2 : 1 en volume). Alors que le deolichyl-phosphate-glucose

reste a4 l'origine, le lucosyl-céramide migre avec le front.
g g g

.
4 - Préparation du 114C]Man-P—Dol

Aprés incubation de lymphocytes, en présence de

14
GDP—[14C]Man, le [ C]Man—P-Dol contenu dans la phase
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chloforme / méthanol est purifié par chromatographie sur
colonne de DEAE cellulose (WHATMAN DE 52) forme acétate,
contenant 10 mM d'acétate d'ammonium. Aprés lavages
successifs au chloroforme / méthanol et méthanol, l'élution
par du chloroforme / méthanol (2 : 1 en volume) libére le

[14C]Man-P—Dol.

C - INTEGRITE DU PRECURSEUR RADIQACTIF

L'intégrité des précurseurs radioactifs est
vérifiée par chromatographie descendante sur papier WHATMAN 3
sur le systéme solvant selon la méthode décrite par SPIK

et al (189).

- Pyridine / acétate d'éthyle/ acide acétique / eau
(5 : S : 1 : 3 en volume) durant 12 heures, ceci pour
Lrupp-[1%c]cal, 1e cop-['%c]ruc, 1e app-['%cImMan, 1'upe-['%clelc
et 1'upp- [ “E JeleNac.

- Ethanol / ammonium acétate (7 / 3 en volume)

durant 24 heures, pour le CMP-[14CJNeuAc.
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4 - HOMOGENEISATION DES LYMPHOCYTES

L'homogénéisation des cellules requiert l'utilisation
d'un détergent : le Triton X100. Sa concentration optimale

est étudiée pcur chaque enzyme (figure 18, page 57 ).

Une concentration finale en Triton de 2 % sera
choisie pour la galactosyl- et fucosyltransférase et de 0,05 %
pour la sialyltransférase, permettant ainsi d'obtenir le

maximum d'activité enzymatigque.

5 - PREPARATION DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE

A - PRINCIPE

Aprés solubilisation de la galactosyltransférase
dans des conditions qui n'altérent pas son activité, l'enzyme
est séparé des protéines contaminantes par passage sur colonne

d “ubpP-hexanolamine Sépharose 4 B.
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FIGURE 18 : E44et de La concentration

en Tniton sun:

A~ 2'incorporation de [’4C]Ga,€ sul
£’ ovomucodde

8- 2" incorponation de | fcINeuAe sun
2'asialofetuine

C- L'incorporation de [74C]Fuc sui
L'asialodetuine {e—e ) et sun
2'asialoagalactofetuine (m—m) ot
sun £es accepteurns endogénes { O—o)
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B -~ SOLUBILISATION

D'une fagon générale, les glycosyltransférases
sont fortement liées aux membranes. Lors de la préparation
de la galactosyltransférase, la premiére étape nécessite

donc une solubilisation des enzymes.

Cette solubilisation s'effectue par du Triton X100
utilisé & concentration optimale de 2 % finale et en présence

de GlcNAc : 5 mM, de maniére & protéger l'enzyme.

On se débarrasse du matériel insoluble par une
centrifugation de 30 000 g pendant une heure. Comme toutes

les suivantes, cette opération s'effectue & 4°C afin d'éviter

toute altération de l'activité enzymatique.

C - PASSAGE SUR UDP-HEXANOLAMINE SEPHAROSE 4 B.

Le surnageant contenant la galactosyltransférase
est déposé sur une colonne de UDP-hexanoclamine Sépharose 4 B

(BREW et SMITH : 190).

Le couplage de l1l'UDP-hexanolamine au Sépharose 4 B

s'effectue de la maniére suivante
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La Sépharose 4 B (20 ml) (Pharmacia, Uppsala, Suéde)
activée par le bromure de cyanogéne selon la méthode décrite
par MARSH ¢t al (191) est couplée & l'UDP-hexanolamine (100 mg)
(sigma). Afin d'éviter les phénoménes d'échanges d'ions, les
groupements fonctionnels activés et encore libres sont blogués
par le glycocolle 1M. La Séphgrose substituée est lavée par un
tampon cacodylate : 25 mM, pH : 7,4, contenant du MnCl2 : 25 mM,

GlcNAc : 5 mM et B-mercaptoéthancl : 3 mM, puis montée dans la

colonne en polyéthyléne. Le support est lavé par le méme tampon
afin d'éliminer la fixation aspécifique (c'est & dire jusgu'a

ce gque l'absorbance & 280 nm soit nulle) (figure 19, page 60 ).

L'élution par le méme tampon, en absence de MnCl2
et contenant de 1'EDTA & concentration de 25 mM libére la fraction
active. Ce passage suxr colonne d'affinité est une &étape importante
car elle permet d'obtenir une fraction active de galactosyltrans
- férase non contaminée par 1'UDP-Gal jntracellulaire et par

Certaines protéines contaminantes.

D - STABILISATION DE L'ENZYME

Afin d'augmenter l'activité de la galactosyltfansférase
celle~ci est concentrée 5 fois en volume par le polyéthyléne
glycol, sans perte d'activité. La conservation, en présence de
sérum albumine bovine & 10 %, préserve l'activité
galactosyltransférase lors de la congélation & =-20°C.
La préparation peut ainsi &tre conservée plusieurs mois a -20°C

sans perte d'activité.
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CHOTIX DU MODELE MOLECULAIRE

Pour l'étude des effets du bis~(p-nitrophényl)
phosphate sur les activités glycosyltransférasiques, le
lymphocyte splénique de rat nous a paru étre le matériel

biologique le plus adapté.

En effet, son isolement ne requiert aucun
traitement chimique ou enzymatique ; de plus, 1l peut étre

obtenu avec un rendement élevé.

L'utilisation de cellules entiéres permet
l'expression des activités glycosyltransférasiques en
utilisant des précurseurs sans dilution isotopique : les
variations d'incorporation reflétent donc les variations

d'activités de l'enzyme.

MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES GLYCOSYLTRANSFERASIQUES

L'utilisation de précurseurs radiocactifs
nucléotide-sucres permet de mesurer l'activité glycosyl-
transférasique sur des cellules entiéres d'une part ou
homogénéisées d'autre part, en suivant le transfert du sucre
sur des accepteurs endogénes ou exogénes (voir figure 20,

page 62 ).
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accepteur endogéne accepteur exogéne

glycosylé

nucléotide
glycosyl-nucléotide

nucléotide

glycosylé

ectoglycosyltransférase

FIGURE 20 :Principe de La mesuwre des activites glycosyliransflrasiques.

_
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RESULTATS

Aprés avoir rappelé les effets du
bis~(p-nitrxophényl)phosphate sur les enzymes du cycle des
dolichols (CACAN et al : 192 ), travail auquel nous avons
participé, nous exposerons$S nos travaux plus personnels sur
l'effet du bis-(p-nitrophényl)phosphate sur les activités

galactosyl~, sialyl- et fucosyltransférasiques.

1 - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LES ENZYMES DU
CYCLE DES DOLICHOLS

A - EFFET GENERAL

Nous avons premiérement étudié les effets du
bis=-(p~-nitrophényl)phosphate sur les lymphocytes entiers, en
présence d "UDP-GlcNAc, GDP-(14C]Man et UDP-Glc menant & la
synthése de [14C]Man—P-Dol, oligosaccharides~-PP-Dol contenant
du.[14c]mannose guili sont soit transférés sur les protéines,

soit dégradés en phosphooligosaccharides (HOFLACK et al : 193 ).
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La figure 21, page 65 montre gue lorsque
l'incubation est effectuée en présence de concentrations
croissantes (de 0 &4 20 mM) de bis-(p-nitrophényl)phosphate,
la radiocactivité incorporée dans les oligosaccharides-PP-Dol,
protéines et phosphooligosaccharides est grandement diminuée
(80 % d'inhibition & 10 mM) alors que la radioactivité

; p 14 - .
incorporée dans le [ C]Man—P—Dol n'est pas touchée.

Beaucoup d'étapes interviennent dans la formation

de l'oligosaccharide-PP-Dol. Aussi, deux questions se posent

- Quelles sont les réactions de synthése de
l'oligosaccharide-PP-Dol inhibées par le bis~-{(p-nitrophényl)

phosphate ?

- Le transfert "en bloc" sur les protéines est-il
inhibé en lui-méme ou est-ce la conséquence d'une inhibition

antérieure des oligosaccharides-PP-Dol ?

L'examen des effets du bis-(p-nitrophényl)phosphate
sur chaque étape du cycle des dolichols nous permettra de

répondre & ces questions.

B - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR L'ADDITION DE

RESIDUS GlcNAcl 2—PP—DOZ
B 3

La synthése de [3H]GlcNAc—PP-Dol et de
[3H]GlcNAc2—PP—Dol s'effectue par incubation des lymphocytes

en présence d ’UDP—[3H]GlcNAc uniquement.
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Bis-(p-nitrophényl)phosphate, mM

Ef4et du bis-(p-nitrophenyl)phosphate sur

2! incorporation de U4C]Man a partin de
6op- U4 lban dans Les dolichyt-monophosphate
-mannoses ( e—e ), fLes dofichul-diphosphate-
oliaosaccharnides ( 0-0), Les proteines

[ Ac-A) ot dans Les phosphooligosaccharides

s0fubles ( m--m ),

Bis-(p-nitrophényl)phosphate, mM

Effet du bis-(p-nitrophényl) phosphate sur
2' incorporation de BulcecNAc & partin d
UDP-[sH]GI.cNAc dans Les dolichyl-diphosphate
-N-acitylglucosamines ( e—e ) et dans Les
dolichyl-diphosphate-chitobioses { O-O ).
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Comme le montre la figure 22 , page 65 , l'addition
de bis-(p-nitrophényl)phosphate dans le milieu d'incubation
cause une diminution de l'incorporation de la radiocactivité
dans le GlcNAc_.-PP-Dol alors que la formation de GlcNAc-PP-Dol

2
n'est pas inhibée.

Le résultat indique que le transfert de résidu
GlcNAc=-1-P & partir & "UDP-GlLcNAc sur les dolichyl-phosphates
n'est pas affecté par le bis-(p-nitrophényl)phosphate, tandis

que l'addition de résidu N-acétylglucosaminyl sur le GlcNAc-PP-Dol,

préalablement synthétisé, est nettement inhibée.Donc, la
formation des oligosaccharides~-PP-Dol est déja inhibée a cette

étape.

Qu'en est-il de l'élongation par les résidus

mannosyls du GlcNAcz-PP-Dol ?

C -~ EFFET DU BIS(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR L'ADDITION DE
RESIDUS MANNOSYLS

Il est maintenant établi gque, dans des systémes

variés, la mannosylation requiert la présence de deux donneurs

- Le GDP-Man menant & la formation de

ManS—GlcNAcz—PP—Dol.

- Le Man-P-Dol donnant le Mang—GlcNAca—PP—Dol

par allongement du ManS—GlcNAczfpp—Dol.
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Les effets du bis~(p-nitrophényl)phosphate sur
ces deux types de mannosyltransférases sont successivement

étudiés.

1 - Effet sur l'addition de résidus mannosyls & partir de

GDP-Man

L'étude de cette mannosylation s'effectue tout
d'abord par synthése du [3H]GlcNAc2-PP-Dol par incubation
des lymphocytes, en présence d ’UDP-[3H]GlcNAc puis par
addition aprés 15 minutes d'incubation de GDP-Man et de
tunicamycine (0,5 pq/ml) qui bloque la formation de

nouveaux {BH]GlcNAcz-PP-Dol.

. 3
La mannosylation du [ H]GlcNAcz—PP-Dol,
préalablement synthétisée, est observée par extraction de 1la
radioactivité dans la phase chloroforme / méthanol / eau

(10 : 10 : 3 en volume).

La figure 23, page 68 montre que la présence de

bis-(p~-nitrophényl)phosphate dans le milieu d'incubation

empéche la mannosylation. En effet, aucun oligosaccharide-PP-Dol

n'est retrouvé dans la phase chloroforme / méthanol / eau
lorsque l'allongement des [3H]GlcNAc—PP-Dol est effectué en

présence de bis-(p-nitrophényl)phosphate.

Ces résultats montrent gque la mannosylation a
partir de GDP-Man est inhibée par le bis-(p-nitrophényl)
phosphate ou, tout au moins, la fixation du premier résidu

mannosyl en B .
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FIGURE 23 : Etude de La formation de
dolichyl-diphosphate-oligosaccharide

a partin de dotichgﬂ-déphoAphaie-[3H]
chitobiose et de GDP-Man , en présence
(O—0) et en absence (e—e) de bis-
(p-nitrophenyl) phosphate (20 mM)
I-addition de GDP-Man et de'tunicamycine.

FIGURE 24': Ef4et de L'amphomycine sur
L' incorporation de [74C}Man a parntin

de cop- ["4cIMan dans Les doLichyl-
phosphate-mannoses | e—e), dans Les
dolichyl-pyrophos phate-oligosaccharides
(0—0) et Les proteines (a—a) durant
15mn d'incubation.

FIGURE 25 : Etude de L£'incorporation de
[McMan & partin de [4cluan-P-vot sur
Le ManSPGchAcz-PP-Doﬁ endogéne en pré-
sence {O—0O) et en absence (e—e) de
bis- (p-nitrophényl) phosphate (20mM).
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2

- Effet sur l'addition de résidus mannosyls 3 partir de
Man-P-Dol

Aprés avoir formé le précurseur Man

-GlcNAc_ -PP-Dol,
14 ] 5 2
l'utilisation de [ C]Man-P—Dol exogéne permettra de mesurer

l'élongation de ce précurseur en Man

9-GlcNAc2—PP-Dol.

La synthése de ManS-GlcNAcz-PP—Dol s'effectue en
deux étapes :

1 - Synthése de chitobiose-PP-Dol par incubation

des lymphocytes en présence d ‘UDP~-GlcNAc durant 15 minutes.

2 - Elongation avec du GDP-Man en présence

d'amphomycine gui est un inhibiteur de la synthése de

Man-P-Dol et de Glc-P-Dol (voir page 33 ).

Les paramétres d'utilisation de 1'amphomycine ont
é6té déterminés comme suit

.
.

1 - Etude de la concentration optimale en amphomycine

L'étude de ce paramétre s'effectue par incubation
des lymphocytes en présence d ‘UDP-GlcNAc puis par addition

aprés 15 minutes de GDP-[14c]Man et d'amphomycine & différentes
concentrations.
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En présence de concentrations croissantes

la radicactivité incorporée dans les Man-P-Dol,

oligosaccharides-PP-Dol et protéines varie fortement pour

atteindre un minimum & la concentration de 100 Pg/ml

(figure 24,

synthétisés,

page 68 ).

2 - Taille des oligosaccharides synthétisés

Pour vérifier la taille des oligosaccharides

en présence d'amphomycine, les oligosaccharides-

PP-Dol synthétisés préalablement sont extraits, hydrolysés et

la taille des oligosaccharides est vérifiée en chromatographie

suxr couche mince.

Radioactivité (unités a rbitraires)

AN

t t
0 Man9 -GlcNAcz

AN
AN

Man

5

t
-GleNAc

2

<m

FIGURE 25: Visualisation au Numelec de Za
nadioactivite dans Les o&goaacchmau
Aynthetises:

A- En absence d'amphomycine

B- En prlsence de 200ug/mL d'amphomycine
C- En présence de 100ug/me d'amphomycine
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Nous constatons, figure 26, page 70 , que la
taille des oligosaccharides synthétisés, en présence
d'amphomycine, diminue d'autant plus que la concentration
en inhibiteur est élevée. Ainsi & 200 Fg/ml d'amphomycine,
nous ne synthétisons que du Man_~-GlcNAc.-PP-Dol.

5 2
C'est donc cette concentration gui est choisie.

Ces divers paramétres étant définis, nous pouvons
maintenant étudier 1'éffet du bis-(p-nitrophényl)phosphate sur

la mannosylation & partir de [14C]Man-P-Dol.

Ceci s'effectue par incubation des lymphocytes en
présence & ‘UDP-GlcNAc durant 15 minutes, puis par addition
de GDP-Man et d'amphomycine (& 200 mg/ml) bloguant l'élongation
du ManS-GlcNAcz—PP-Dol, préalablement synthétisé. La
mannosylation s'effectue dans un troisiéme temps gr8ce & 5000 cpm
de ['*cIMan-P-Dol solubilisés par du Triton X100 & 0,25 % et
préparéscomme il est indiqué page 56 . La mesure s'effectue par
mesure de la radiocactivité dans la phase chloroforme / méthanol /

eau (10 : 10 : 3 en volume).

Dans ces conditions, le résidu [14C]Man est
effectivement incorporé a partir du [14C]Man-P-Dol.dans
l'oligosaccharide-PP-Dol (voir figure 25, page 68 ).

Cette mannosylation est faiblement touchée (20 %) en présence

de bis-(p-nitrophényl)phosphate & concentration de 20 mM.

Il apparait donc que le bis-(p-nitrophényl)phosphate
inhibe le transfert de résidu mannosyl & partir du GDP-Man

et non pas & partir du Man=-P-Dol.
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D - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR L'ADDITION DE
RESIDUS GLUCOSYLS

Des travaux antérieurs (HOFLACK gt gl :194 ) ont
montré que le Glc3-Man9-GlcNAc2-PP-Dol peut &tre obtenu par.
incubation des lymphocytes avec de 1'UDP-Glc, GDP-Man et
UDP-GlcNAc. Nous examinerons donc l'effet du bis-(p-nitrophényl)
phosphate sur la synthése d intermédiaires lipidiques glucolysés
Glc-P-Dol ainsi gue la glucosylation de Man?-GlcNAc2-PP-Dol.
L'incubation de lymphocytes avec de 1'upp-L 4C]Glc donne deux
produits extractibles dans la phase chloroforme / méthanol
(2 : 1 en volume), identifiés comme étant le Glc-P-Dol et la
glucosyl-céramide, séparés suivant leur charge sur colonne

de DEAE cellulose.

La synthése de glucosyl-céramide est complé&tement
inhibée en présence de 20 mM de bis-(p-nitrophényl)phosphate
alors que la formation de Glc-P-Dol n'est pas touchée (figure 27

page 73 ) de méme que le Man-P~Dol.

La glucosylation des oligosaccharides-PP-Dol a
été observée comme suit : - le Mang-GlcNACé—PP-Dolest synthétisé par
incubation des lymphocytes avec l'UDP-GlcNAc et du GDP-Man
pendant 15 minutes, - la tunicamycine (0,5 uMg/ml) bloquant la

14 . <
synthése de GlcNAc_. -PP-Dol et 1'UDP- [ C]Glc sont ajoutés,

2
permettant l'étude de la glucosylation des oligosaccharides-PP-Dol

Comme nous pouvons le constater dans la figure?28
page73 , la glucosylation des oligosaccharides-PP-Dcl est
peu touchée par la présence de bis-(p-nitrophényl)phosphate

alors gue le taux de Glc-P-Dol n'est'pas affecté.
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E - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LE DEVENIR DES
OLIGOSACCHARIDES-PP-DOL

Les expériences précédentes montrent que le
bis-(p-nitrophényl)phosphate agit principalement sur les
premiéres étapes du cycle des dolichols, en particulier sur
la synthése de l'oligosaccharide-PP-Dol. En se référant a la
figure 21 , page 65 , la diminution de l'incorporation sur les
protéines et dans les phosphooligosaccharides peut &tre die
4 un mangque d'oligosaccharide-~PP-Dol mais aussi & un effet

direct sur le transfert en bloc et sur la dégradation.

Pour étudier ces points, l'oligosaccharide-PP-Dol
est synthétisé durant 15 minutes par incubation de lymphocytes

/

en présence d ~ UDP-GlcNAc et de GDP=- P4C1Man, puis on ajoute
du bis-(p-nitrophényl)phosphate (& 20 mM) et l'on suit le
devenir de l'oligosaccharide-PP-Dol synthétisé par la mesure
de l'incorporation dans les protéines et celle du taux de

phosphooligosaccharides rejetés dans la phase aqueuse.

Les résultats de’ ces expériences, montrés en
figure 29 , page 75 , indiquent que la synthése de [14C]Man-P-Dol
ne varie pas (A) et gue, par contre, la synthése
d'oligosaccharide[14CJMan—PP-Dol est blogquée (B) : ces
réponses étaient attendues par les résultats précédents.

Le taux d'oligosaccharide-~PP-Dol formé avant 1l'addition de
bis-(p-nitrophényl)phosphate n'est pas utilisé pour glycosyler
les accepteurs protéiques comme le montre le plateau observé

dans la figure (C).



-3

14 .
l C]Mnn incorporé, cpm x 10

FIGURE 29 :

-75 -

.

4 “Ttom-al_
‘D"-.o

¢: 5 110 15 20 25 30 35

Temps d'incubation, mn

Etude de £'incorporation de [14C]Man dans :

A-Les doLichyl-phosphate-mannoses

B-Les dolichyl-diphosphate-oligosaccharides
C-Les nroteines .
D-Les phosphooligosaccharnides solubles o
En présence (0—O) ou en absence(e—e) de
bis- (p-nitrophényl) phosphate apnés 15mn

d' incubation.



-76 -

La dégradation de l'oligosaccharide-PP-Dol est aussi
fortement, mais pas totalement, inhibée par la présence

de bis-(p-nitrophényl)phosphate (D). La faible augmentation
du taux de phophooligosaccharidesobservée en (D) ccrrespond

4 la petite diminution du taux d'oligosaccharide-PP-Dol de la
figure (B), ce gui signifie gue la pyrophosphatase conduisant

4 la formation de phosphooligosaccharides n'est pas

complétement bloquée.

F - CONCLUSION

Le bis-(p-nitrophényl)phosphate est un inhibiteur

de certaines réactions du cycle des dolichols (figure 30 , page78):

- Il inhibe le transfert de résidu N-acétylglucosaminyl
a partir d UDP-GlcNAc sur le GlcNAc-PP-Dol inhibant la formation
de GlcNAczﬁPP—Dol.

- Il affecte aussi la mannosylation & partir du

GDP-Man, sans inhiber celle & partir du Man-P-Dol.

- Il inhibe la glucosylation de la céramide,

affectant la formation de Cer-Glc.

- Il affecte partiellement la pyrophosphatase,

responsable de la dégradation des oligosaccharides-PP-Dol.

Toutes ces réactions ont un point commun ; elles

emploient un glycosyl-nucléotide comme précurseur.
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Le transfert de phospho-N-acétylglucosamine &
partir 4 ’UDP—GlcNAc, de mannose & partir de Man-P-Dol et
de glucose & partir de Glc~-P-Dol n'étant pas touché, incite
4 penser gque le bis-(p-nitrophényl)phosphate, interfére
uniquement avec des réactions de transfert de sucre ayant

un XDP-sucre comme donneur,.

Mais dans ce cas, pourguoi la synthése de

Man-P-Dol et de Glc-P-Dol n'est~elle pas touchée ?

Afin d'élargir nos connaissances sur l'inhibition
du bis-(p-nitrophényl)phosphate, nous avons étudié son action
sur d'autres enzymes intervenant dans la synthése de '
glycoprotéines et utilisant un glycosyl-nucléotide comme

précurseur.
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2 - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LA GALACTOSYL-,

SIALYL- ET FUCOSYLTRANSFERASE

Nous avons choisi d'étudier successivement l'effet
du bis-(p-nitrophényl)phosphate sur les activités galactosyl-,
sialyl- et fucosyltransférasés, en présence de Triton X100,
ce qui permet d'augmenter substantiellement le taux

d'incorporation.

A - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LA
GALACTOSYLTRANSFERASE

L'étude de cette galactosylation s'effectue par
incubation des lymphocytes en présence de Triton X100 &
p 4
concentration optimale de 2 % et d UDP--[1 C]Gal sur les

accepteurs endogénes et sur l'ovomucoide (& S0 mg/ml).

Lorsgue l'incubation est réalisée, en présence de
concentrations croissantes de bis-(p-nitrophényl)phosphate,
le transfert de [14C]Gal sur les accepteurs endogénes et
exogénes est largement affecté (85 % pour les accepteurs
endogénes et 82 % pour les accepteurs exogénes) & 15 mM

(figure 31 , page 80 ).
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B - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LA
SIALYLTRANSFERASE

Les lymphocytes sont incubés en présence de
14 . : . . .
cmp- [ C]NeuAc et de Triton X100 & la concentration optimale
14 . Co .
de 0,05 %, le transfert de [ C]NeuAc est visualisé sur les

accepteurs endogénes et sur l'asialofétuine (& 50 mg/ml).

Nous observons, d'aprés la figure 31 , page 80 ,
gque des concentrations croissantes en bis~({(p-nitrophényl)
phosphate inhibent le transfert de NeulAc. Cette inhibition
étant de 85 % pour les accepteurs exogénes et de 22 % pour

les accepteurs endogénes.

C - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LA
FUCOSYLTRANSFERASE

L'étude des deux activités fucosyltransférases
la galactoside-fucosyltransférase et la N-~acétylglucosaminide-
fucosyltransférase s'effectue par incubation des lymphocytes
en présence de Triton X100 & concentration de 2 % et de
GDP—[14C]Fuc sur les accepteurs endogénes et exogénes.
L'utilisation de l'asialofétuine (4 50 mg/ml) et de
l'asialoagalactofétuine (& 50 mg/ml) comme accepteurs exogénes
permet de distinguer les deux activités fucosyltransférasiques
l'a-6~-fucosyltransférase branchant un résidu fucosyl sur le
galactose terminal de l'asialofétuine et l'a-3-fucosyltransférase
branchant un résidu fucosyl sur le N-acétylglucosamine terminal

de l'asialoagalactofétuine (SCHACHTER et al :195 ).
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Le transfert de résidu fucosyl est affecté en
fonction de concentrations croissantes de bis-(p-nitrophényl)
phosphate (figure 31 , page 80 ) : l'inhibition de la
N-acétylglucosamine-fucosyltransférase est de 57 %, celle de
la galactoside-fucosyltransférase est de 60 %, l'inhibition

sur les accepteurs endogénes étant plus faible : 40 %,

D - CONCLUSION

L'incubation de lymphocytes, réalisée en présence
de concentrations croiésantes de bis-{p-nitrophényl)phosphate
inhibe le transfert de résidu galactosyl, fucosyl et d'acide
sialigue sur les accepteurs endogénes et exogénes. Une forte
inhibition est observée sur la galactosyl- et la sialyl-
transférase (1/2 inhibition obtenue a 2,5 mM et & 2 mM), les
activités fucosyltransférasiques sont moins affectées (1/2

inhibition a 9 et 8 mM).

On notera que des résultats similaires sont

obtenus en présence, comme en absence, de détergent.

Pour chaque cas, nous avons vérifié que l'inhibition
observée n'est pas dlie & la dégradation du précurseur. Au
contraire, l'intégrité des glycosyl-nucléotides est maintenue
par la présence de nucléotide -monophosphates (AMP et UMP) et
de bis-(p-nitrophényl)phosphate qui, comme nous l'avons vu
précédemment, a un effet protecteur sur la dégradation des

glycosyl-nucléotides par les phosphatases et pyrophosphatases.

Ces résultats confirment nos observations précédentes.:
les réactions inhibées comportent toutes un glycosyl-nucléotide

comme donneur.
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3 - ETUDE DU Ky ET DU TYPE D'INHIBITION

Afin de déterminer le type d'inhibition du
bis-{(p-nitrophényl)phosphate, nous devons tout d'abord procéder

a4 différentes études préliminaires, telles gque

- Préparation de la galactosyltransférase exempte
a “ubpP-Gal endogéne.,
- Choix de l'accepteur exogéne.

- Etude du KM.

A - PREPARATION DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE

7/
L'étude du KM se faisant par variation du taux 4
UDP-Gal, il est indispensable d'éliminer tout UDP-Gal endogéne
qui pourrait interagir lors de l'étude cinétigque avec

1 uop- (P4cleal.

Ainsi, la galactosyltransférase est solubilisée
par du Triton X100 & concentration de 2 % finaleet purifiée
par chromatographie d'affinité sur UDP-hexanolamine Sépharose 4B

(voir page 56 ).
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B - CHOIX DE L'ACCEPTEUR EXOGENE

L'accepteur exogéne doit présenter un résidu
N-acétylglucosaminyl terminal, pouvant &tre galactosylé et le
produit doit pouvoir étre identifié et isolé aprés

galactosylation.

Le (p-nitrophényl)galactose étant un bon accepteur
exogéne pour la sialyltransférase, grdce & un résidu galactosyl
terminal (BAUVOIS et al:196 ), nous avons pensé que le
(p=nitrophényl)N-acétylglucosamine pouvait en &tre un pour la

galactosyltransférase,

1 - Etude du (p-nitrophényl)N-acétylglucosamine

Nous avons étudié cette éventualité par incubation
de la galactosyltransférase, en présence de (p-nitrophényl)N-

’

acétylglucosamine et 4 UDP- P4C]Gal.

Le profil chromatographique de la figure 32 , page 85
montre gque le (p-nitrophényl)N-acétylglucosamine est accepteur
de résidu galactose et facilement—séparable par chromatographie
sur papier. Il peut donc étre utilisé comme accepteur exogéne

lors de 1'étude du KM.
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Pour cela, nous avons étudié la concentration de
(p-nitrophényl)N-acétylglucosamine permettant le maximum de
fixation de résidu galactosyl. Cette étude est réalisée par
incubation de la préparation de galactosyltransférase en
présence d IUDP-[14C]Gal et de (p-nitrophényl)N-acétylglucosamine

4 différentes concentrations.

La figure 33 , page 85 , montre gue pour les faibles
concentrations (de 0,025 & 0,25 mg/ml), l'activité enzymatique
est proportionnelle &8 la quantité de substrat, le
(p-nitrophényl)N-acétylglucosamine se comporte comme un bon
accepteur de galactose mais lorsqgue l'on atteint des
concentrations plus élevées (de 0,5 a 1 mg/ml )

il v a inhibition par excés de substrat, ce qui rend
l'utilisation de cette molécule difficile pour l'étude d'une

inhibition.

Nous sommes donc revenus & un accepteur exogéne

plus classique : l'ovomucolde.
5 - Etude de l'ovomuccide
a - Etude de la concentration optimale en ovomucoide

L'étude en fonction de concentrations croissantes
en accepteur, par incubation de galactosyltransférase, en
. 14 .
présence 4 UDP-[ C]Gal montre (figure 34, page 87 ) un

maximum d'incorporation & q5mg/ml, concentration & laguelle

nous nous placerons pour étudier le temps d'incubation optimal.
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b - Etude du temps optimal d'incubation

Celui-ci est étudié par incubation de 1la
< . . . 14
préparation de galactosyltransférase, en présence d " upp- [ C]Gal
et d'ovomucoide & concentration de 05 mg/ml, la mesure est

effectuée & différents temps.

La vitesse initiale est maintenue durant 60 minutes
(figure 35, page 87 ) permettant une incorporation importante

de la radiocactivité.

Ces divers paramétres étant déterminés, nous

pouvons étudier 1le KM de la galactosyltransférase.

¢ - ETUDE DU KM

Cette étude se réalise par incubation de la

- préparation de galactosyltransférase en présence de différentes
concentrations d ~ UDP- E4C]Gal (de 40 uM & 1 mM) et d'ovomucoide
& 05mg/ml. L'arrét de la réaction s'effectue par précitation

au bout de 60 minutes.

Contrairement au (p~-nitrophényl)N-acétylglucosamine,
on n'observe plus d'inhibition par excés de substrat. La valeur
du KM que nous obtenons dans la figure 36, page 89 , est de
250 pM. Cette valeur obtenue est en accord avec les KM déja

relevés pour les alactosyltcransférases d'origine diverses,
p g
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ainsi 11 est de 100 FM pour la galactosyltransférase de lait
de vache (SCHWARZ et DATEMA :199 ), 112 $M pour la
galactosyltransférase de glande mammaire (SMITH et BREW :200 )
et 120)1M pour la galactosyltransférase d'érythrocyte humain
(SPIK et al :201 ).

Ces divers paramétres étant définis, 1l'étude du

type d'inhibition peut &tre effectuée.

D - TYPE D'INHIBITION DU BIS—-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE

Afin d'étudier le type d'inhibition 44 au
bis-{p-nitrophényl)phosphate, les variations de la vitesse
initiale sont mesurées avec différentes concentrations a’
UDP-[14C]Gal, en absence et en présence de l'inhibiteur a

concentration de 5 et 10 mM.

La figure 37, page 89 , montre gque le
bis-(p-nitrophényl)phosphate exerce une inhibition compétitive
vis & vis de l'activité galactosyltransférasique. En effet,
la vitesse maximale ne varie pas en absence ou en présence du
bis-(p-nitrophényl)phosphate tandis que la valeur du KM pour

1'UDP-Gal est augmentée de 250 M (sans inhibiteur) a SOO/xM

(avec inhibiteur & concentration de 10 mM).
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E - CONCLUSION

Cette inhibition compétitive suggére donc gque la
présence de liaison phosphodiestér est nécessaire pour que
cette molécule entre en compétition au niveau de l'enzyme

avec le substrat c'est & dire : le glycosyl-nucléotide.

Il est & noter que les produits de dégradation
du bis-(p-nitrophényl)phosphate tels que : le (p-nitrophényl)
phosphate, le paranitrophénol et le phosphate n'ont pas un

effet aussi puissant gque le bis-(p-nitrophényl)phosphate.

Bis(p-nitrophényl) (p~nitrophényl)
p-nitrophéncl Phosphate
phosphate phosphate
Sialyltransférase 2,5 mM 10 mM pas d'inhibition pas d'inhibition
>
Galactosyltransférase 2 mM pas d'inhibition pas d'inhibition
3 8 mM 15 mM .
Fucosyltransférase = = = = = = — = - e = e - - pas d'inhibition pas d'inhibition
9 mM 15 mM

TABLEAU TV : Etude comparative des effets des différents
denivés du bis-(p-nitrophényl)phosphate
LE tabfeau indique La concentration nécessaire
pour obtenin une inhibition & 50% des activites
glycosyltrans ferasiques .
*(Nows n' avons pu détenminen £'e44et du phosphate sur L'acti-
uité galactosyltransfirase: Le phosphate précipitant avec Le
MnCL, indispensable au fonctionnement de 2'enzume),




Le tableau IV montre bien que les concentrations
nécessalres pour obtenir une 1/2 inhibition des activités
glycosyltransférasiques sont faibles pour le bis-{p-nitrophényl)
phosphate alors gu'elles sont plus élevées pour les autres

composés et gque souvent ceux-ci ne sont pas inhibiteurs.

Cela indigque donc que seul le bis-(p-nitreophényl)
phosphate et non pas un de ces produits de dégradation, est
responsable de l'inhibition des activités glycosyltransférasiques

utilisant un glycosyl-nucléotide comme précurseur.

Pourtant, un probléme reste entier, si nos études sur
les activités galactosyl-, sialyl- et fucosyltransférasiques
confirment nos conclusions obtenues avec les activités
glycosyltransférasiques du cycle des dolichols. Pourgquoi 1la
synthése de Man-P-Dol et de Glc-P-Dol n'est-elle pas touchée
par le bis(p-nitrophényl)phosphate alors gqgue le précurseur

utilisé est un nucléotide-sucre ?

Afin de répondre & cette guestion, nous avons
étudié l'action du bis-(p-nitrophényl)phosphate sur des
lymphocytes spléniques de rat aprés destruction de la

structure membranaire par le Triton X100.



44 - MODULATION DE L'EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE PAR
L"INTEGRITE DES ENZYMES DANS LA MEMBRANE

Cette étude s'effectue par comparalison entre
l'activité enzymatique relevée en présence de bis-(p~nitrophényl)
phosphate sur des lymphocytes homogénéisés donc présentant
des activités enzymatigues encore intégrées dans des membranes
formant des vésicules, et des homogénats soumis & l'action du
Triton X100, c'est & dire possédant des activités enzymatiques

qui ne sont plus incluses dans les membranes.

Les lymphocytes spléniques de rat homogénéisés
sont incubés en présence ou non de Triton X100 & 0,25 % avec
soit du Gpp-['%cImMan, soit de 1'upp-['%clelc. La formation
de Man-P-Dol, Glc-P-Dol et Cer-Glc est mesurée dans la phase

chloroforme / méthanol aprés extraction de la radicactivité.

Comme le montre la figure 38 ¢(a), page 93 , le
transfert de résidu mannosyl par la phosphodolichyl-mannosyl
transférase et du résidu glucosyl par la phosphodeolichyl-
glucosyltransférase n'est pas (ou faiblement) inhibée par le
bis- (p-nitrophényl)phosphate bien que, dans les mémes conditions,
le transfert du glucose par la céramide-glucosyltransférase est
largement inhibée. Cependant, (figure 38 (B) , page 93 ) gquand
l'expérience est réalisée en présence de Triton X100 a

concentration de 0,25 %, l'effet inhibiteur se retrouve a la

fois sur la mannosyl- et la glucosyltransférase.

Ce résultat indique que l'effet chaotropique du
détergent sur les membranes a permis l'inhibition, c'est &

dire l'interaction du site actif de l'enzyme avec l'inhibiteur.
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Ces enzymes : phosphodolichyl-mannosyltransférase et

phosphodolichyl-glucosyltransférase, l1liés & la mehbrane, ont
leur site actif intégré dans celle-ci donc inaccessible a

l'action du bis-(p-nitrophényl)phosphate en absence de
détergent.

Cyroptanm:

i
Il

Cisteruy

2 UDP-GlcNAR

-p-p-pol
: g :_-P-P-Dol Gle_Man_ GlcNAc
GleNAc, -=P=-Dol Hansclcuacz-l’-t‘-.hl mngc‘lcm\&.z 3 9 2

2

FIGURE 39 ;. Synthise des intermédiaires de glycosyfation dans fes membranes
(d'apras HEMMING, communication personnelle)

E7 : N-acdtylglucosaminyltrans jérases
Ep, E3, Ey : mannosyltransjlrases
Es, E; : Glucosyltransférases

Ces observations peuvent &tre reliées au schéma de

HEMMING (figure 39 ) montrant l'intégration des enzymes

intervenant dans la synthése des intermédiaires de glycosylation
dans les membranes.
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Selon ce schéma, certainesenzymes transmembranaires
sont en contact & la fois avec le cytoplasme et la lumiére du
réticulum endoplasmique tels que : la N-acétylglucosaminyl-
transférase (E1) et la mannosyltransférase (E2) (branchant un
résidu mannosyl & partir du GDP-Man) alors que d'autres
enzymes sont en contact uniguement avec le milieu cytoplasmigue
tels que la mannosyltransférase (E3) (branchant un résidu
mannosyl &4 partir du GDP-Man sur le phosphodolichol) et 1la
glucosyltransférase (E5) (branchant un résidu glucosyl & partir
de 1'UDP-Glc sur le phosphodolicheocl) et d'autres avec la
lumiére du réticulum endoplasmique telles gque @ la
mannosyltransférase (E4) (branchant un résidu mannosyl & partir
du Man-P-Dol sur le ManS-GlcNAcz-PP-Dol) et la glucosyltransférase
(E6) (branchant un résidu glucosyl du Glc-P-Dol au

Mang—GlcNAcz—PP—Dol).

Si nous relions ces observations & nos résultats,
nous constatons que les enzymes inhibéespar le bis-(p-nitrophényl)
phosphate, en absence de détergent, présentent un contact
uniguement avec la face cytoplasmique. Tandis gque pour la
phosphodolichyl-mannosyltransférase et la phosphodolichyl-
glucosyltransférase, l'utilisation de détergent est nécessaire
pour obtenir une inhibition par le bis-(p-nitrophényl)phosphate,
ces deux enzymes se situant du c¢cdté luminal. Une désagrégation
structurale de la membrane par le Triton X100 permet

l'accessibilité au site actif.
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CONCLUSIONS GENERALES

Les études qgue nous avons menées sur les effets du
bis-(p-nitrophényl)phosphate sur les enzymes du cycle des
dolichols, la galactosyl-, sialyl- et fucosyltransférase, en
utilisant comme modéle le lymphocyte splénique de rat, nous

ont permis de dégager les points suivants

- Le bis~(p-nitrophényl)phosphate est un inhibiteur
des réactions de transfert de monosaccharide par des
glycosyltransférases, & condiﬁion gue ces réactions fassent
intervenir des glycosyl-nucléotides comme donneur et non pas
des dolichyl-phosphate-nomosaccharides tels gue le Man-P-Dol

ou Glc-P-Dol.

Cette spécificité d'inhibition des effets du
bis-(p-nitrophényl) phosphate envers les glycosyl-nucléotides est
confirmée par l'inhibition compétitive observée envers 1l'UDP-Gal

avec une préparation de galactosyltransférase.

- Cet effet inhibiteur apparait é&tre dépendant de
la topologie membranaire des glycosyltransférases. En effet, le
transfert de résidus glucosyls & partir & 'UDP-Glc par la
phosphodolichyl-glucosyltransférase et par la céramide-
glucosyltransférase est inhibé différemment : le premier n'est
pas affecté tant gque son environnement membranaire est

préservé, bien gque le second soit fortement touché.
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De méme pour le transfert de résidu mannosyl par
la phosphodolichyl-mannosyltransférase, la présence de Triton
X100 est nécessaire & l'inhibition par le bis-(p~nitrophényl)
phosphate.

Ceci indigue que ces deux enzymes sont profondément

intégrés dans la membrane.

- Le bis-(p-nitrophényl)phosphate bloque également
le transfert de l'ocligosaccharide sur la protéine & partir de

l'oligosaccharide~-PP-Dol.

- Enfin, le bis~-(p=-nitrophényl)phosphate inhibe
partiellement les pyrophosphatases, responsables de la

dégradation des oligosaccharides-PP-Dol en phosphooligosaccharides.

Le bis-(p-nitrophényl)phosphate, inhibiteur général
des glycosyltranéférases utilisant des glucosyl-nucléotides

comme précurseur, peut donc &tre un outil précieux pour :

- l1'étude de la topologie membranaire des
glycosyltransférases.

- l'étude des réactions métaboliques par inhibition
de certaines réactions de transfert de sucre.

- l'étude des transporteurs de certains nucléotides
4 travers la membrane. De récents travaux montrent gue certains
glucosyl~nucléotides tels gue le CMP-NeulAc (SOMMERS et
HIRSCHBERG :202 ) utilisent des transporteurs pouxr traverser
la membrane golgienne, le bis-(p-nitrophényl)phosphate analogue
de glycosyl-nucléotides pourra peut-&tre interagir avec ces

transporteurs et permettre leur étude.
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