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L'activité galactosyltransférasique du lait de Femme est stable à la protéolyse et 
s'élue globalement en un seul pic par tamisage moléculaire s u  Ultrogel AcA54. Les 
fractions enzymatiques, après électrophorèse sur gel de polyacrylamide, 
correspondent à des polypeptides de 45-55 kDa de masse moléculaire (taille 
communément annoncée par les auteurs) et 14 kDa. L'électrotransfert de ces peptides 
sur feuille de nitrocellulose, méthode originale, révèle l'activité 
galactosyltransférasique avec le N-acétylglucosarnine comme accepteur. 

Toutefois, nous avons isolé à l'état pur une galactosyltransférase de 83 kDa qui 
s'adsorbe sur la colonne de chromatographie. Cette fraction peut transférer du 
galactose sur la N-acétylglucosamine libre ou en position terminale non réductrice 
d'un glycanne. Elle ne possède pas d'activité lactose synthétase. 

Enfin, en modifiant la force ionique du tampon de chromatographie, nous avons 
obtenu des polypeptides de 110 à 45 kDa portant tous une activité 
galactosyltransférasique apres électrotransfert. 

Ainsi, nous posons en hypothèse que la galactosyltransférase se trouve dans le lait de 
Femme après avoir subi une protéolyse endogène qui se traduit par la CO-existence de 
peptides de différente taille moléculaire (110 à 14 kDa). Enfin, pour la première 
fois, nous avons démontré que la galactosyltransférase de 14 kDa pouvait conserver 
une activité. Ce peptide contient donc à la fois le site actif et le site de fixation de 
l'a-lactalbumine. La question se pose de savoir si le fragement représente un 
protomère de l'enzyme ou s'il en est un produit de dégradation. Quoi qu'il en soit, le 
séquenqage du composé s'impose ainsi que sa cristallisation en vue de définir la 
structure encore inconnue du site actif d'une glycosyltransférase. 

Pour comprendre le comportement des galactosyltransférases en corrélant taille 
moléculaire-site d'action- spécificité de substrat comparativement aux enzymes des 
liquides biologiques, nous les avons étudiées dans les cellules de rein de Hamster. 
Nous avons déterminé trois types d'activité et nos travaux préliminaires ont permis 
de mettre en évidence, en particulier, une nouvelle activité galactosyltransférasique 
sur le N-acétyllactosamine et sur des glycopeptides désialylés d'orosomucoïde 
comme accepteurs. Il s'agit très probablement de la galactose-a-1-3-N-Acétyl- 
lactosyltransférase dépendante de l'UDP-Gal, des ions Mn2+, de la concentration en 
protéine et en accepteurs et activée par le Triton X100. Ses constantes d'affinité sont 
de 138 mM pour la N-acétyllactosamine et 0,97 mM (équivalent galactose) pour les 
glycopeptides désialylés d'orosomucoïde. L'analyse des produits de réaction 
enzymatique par spectrométrie de masse ou par RMN s'impose. 

MOTSCLES : Galactosyltransférases - Site actif - Electrotransfert 
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I N T R O D U C T I O N  



Les glucides sont largement répartis chez tous les organismes vivants 

soit sous la forme libre, soit sous la forme conjuguée par des liaisons covalentes à 

des protéines (glycoprotéines) ou à des lipides (glycolipides). 

Les glycolipides et glycoprotéines sont intégrés dans les systèmes 

membranaires de la ceilule (membranes plasmiques, réticulum endoplasmique et 

membranes des organites intracellulaires). 

En outre, des glycoprotéines existent en solution dans les liquides 

biologiques et dans les sécrétions muqueuses. 

Les fractions glucidiques ou glycannes des glycoprotéines et des 

glycolipides jouent des rôles biologiques importants. 

Dans le cas particulier des glycoprotéines, on sait que la glycosy- 

lation représente l'un des évènements post-traductionnels les plus importants en 

raison d'une part, de l'universalité du phénomène et, d'autre part, du rôle capital 

que jouent les glycannes : 

- dans le «folding» et le maintien des protéines dans une conformation biologique- 

ment active, 

- dans la protection des chahes peptidiques contre l'attaque des enzymes protéoly- 

tiques, 

- dans le masquage des épitopes peptidiques, 

- dans le contrôle de la durée de vie des glycoprotéines et des cellules circulantes, 

- dans la reconnaissance par les cellules de médiateurs chimiques les plus variés, 

de toxines, de Wus e t  de bactéries, 

- dans la reconnaissance et l'association des cellules par le jeu de lectines endogè- 

nes, 

- dans l'inhibition de contact. 



En outre, de nombreux glycannes sont des épitopes et la découverte 

récente que l'épitope bilharzien est de nature glycannique parachève la démonstra- 

tion de l'importance capitale de la glycosylation des protéines. 

Enfin, la démonstration a été apportée que la structure des glycannes 

des glycoprotéines membranaires des cellules cancéreuses était profondément mo- 

difiée et que les ((néostructures~ apparues intervenaient certainement dans le méca- 

nisme même de la métastase. 

C'est pourquoi, dans la dernière décennie, les recherches se sont 

orientées vers les mécanismes de la biosynthèse des glycannes et de sa régulation 

dans le but de déterminer l'origine du trouble métabolique qui expliquerait la 

formation de ces «monstres moléculaires, membranaires. 

Cette connaissance passe par l'isolement et la détermination des pro- 

priétés des glycosyltransférases dont on ignore encore les caractéristiques essentielles 

et la nature des systèmes de régulation dont elles dépendent. 

Le but de notre travail était donc de tenter d'isoler l'une des glyco- 

syltransférases dont on sait, dès à présent, qu'elles sont impliquées dans les modi- 

fications que connaissent les glycannes des glycoprotéines des membranes de cel- 

lules cancéreuses : sialyl - fucosyl ou galactosyltransférase. 

Notre choix s'est porté sur la galactosyltransférase qui transfère 

le galactose apporté par l'uridine Diphosphate - Galactose sur des ohgosaccharides 

accepteurs libres ou conjugués. 

A partir du lait humain, d'une part, nous avons tenté de contribuer 

à la compréhension des régulations de la galactosyltransférase présente grâce aux 

observations que nous avons faites au cours de sa purification. 



Nous avons étudié, d'autre part, les galactosyltransférases présentes 

dans les cellules normales de reins de Hamsters (B.H.K.). Intégrées aux membranes, 

les galactosyltransférases présentes ont probablement des comportements différents 

de ceux des galactosyltransférases solubles. Cette dernière étude est sommaire mais 

elle a néanmoins conduit à la mise en évidence d'une nouvelle galactosyltransférase 

et peut aussi servir de base à une étude comparative avec les galactosyltransférases 

des cellules B.H.K. transformées, c'est à dire à caractère tumorigène. 

Avant de présenter nos résultats, nous rappellerons, dans un pre- 

mier temps, l'état actuel de nos connaissances sur la structure primaire et sur la 

biosynthèse des glycoconjugués afin de mettre en évidence la microhétérogénéité 

des structures primaires des glycannes. Dans un deuxième temps, nous développe- 

rons plus particulièrement les recherches réalisées sur les galactosyltransférases 

afin de souligner la complexité de la régulation de ces enzymes. 



G É N É R A L I T É S  



Les glycoprotéines forment avec les glycolipides la classe des gly- 

coconjugués, composés résultant de l'association covalente d'une copule gluci- 

dique, le glycanne, avec une protéine ou un lipide. 

On trouve les glycoprotéines chez les l'rocaryotes et chez les Eu- 

caryotes des règnes végétal et animal, &si que chez les Virus. La glycosylation des 

protéines et des lipides est donc un phénomène universel et la question majeure 

qui se pose à leur égard concerne leur rôle biologique. 

Les récentes découvertes dans ce domaine révèlent l'importance 

de la structure des glycannes dont une modification peut aboutir à un boulever- 

sement de la vie cellulaire. 

C'est pourquoi, depuis ces deux dernières décennies, les scienti- 

fiques recherchent à la fois de nouvelles structures de glycannes et étudient les 

systèmes de régulation intervenant dans la biosynthèse de glycoconjugués. 

La première structure d'un trisaccharide lié O-glycosidiquement 

à la protéine (voir p. 6) a été déterminée en 1950 à partir de mucines (Gottschalk 

et Graham - 69 -). Il a f d u  attendre les années 1970 pour que les premières structures 

complètes d'oligosaccharides liés N-glycosidiquement à la protéine (voir p. 10) 

soient publiées. On dénombre actuellement plusieurs centaines de structures dif- 

férentes, dérivant d'un pentasaccharide commun invariant substitué par diverses 

structures glycosidiques porteuses de l'activité biologique (Montreuil - 121 -). 

La découverte d'un mécanisme biosynthétique commun d'élabora- 

tion de ces glycannes se complique au fur et à mesure de l'évolution des êtres 

vivants, les fonctions biologiques attribuables à ces glycannes sont autant de preuves 

de la nécessité biologique de cette grande hétérogénéité. 



Nous essaierons, dans le chapitre 1, d'en dégager les aspects princi- 

paux. 

Les glycosyltransférases, responsables de la glycosylation des pro- 

téines et des lipides sont à la base de la diversité des structures rencontrées. Il 

apparait fondamental de comprendre leur mécanisme d'action et leur régulation 

afin d'expliquer les modifications fines des structures glycanniques des glycoprotéi- 

nes s'accompagnant généralement de l'apparition de nouvelles propriétés biologi- 

ques. 

Marqueurs de la cancérisation, les galactosyltransférases sont res- 

ponsables de la conjugaison du galactose en position terminale non réductrice sur 

la chaine glycannique. Nous essaierons, dans un second chapitre, de développer le 

rôle de ces galactosyltransférases et de faire le point sur la connaissance actuelle 

concernant leur mécanisme d'action à travers les difficultés de purification que 

présentent ces enzymes. 



CHAPITRE 1 

LES GLYCOCONJUGUES 



CHAPITRE 1 : LES GLYCOCON JUGUES 

1 - LES GLYCOPROTEINES 

A - STRUCTURE PRIMAIRE 

Dans les dix dernières années, les structures glucidiques de iiorriLreu- 

ses glycoprotéines ont été élucidées grâce au développerrierit des tecfiniqilcs tl'atia- 

lyse structurale. 

La première étape de cette analyse est l'obteritiori de glycopcpli- 

des par dégradation protéolytique, par libération cliimique ou erizyiriatiqiie des 

oligosaccharides. 

Les glucides liés aux protéines peuvent être divisés eli deus classes, 

dépendantes de la nature de la liaison covalente avec la protCiiie : 

- le type O-glycosidique pour lequel la N-acétylgalactosaiiiirie est 

liée au groupe tiydroxyl de la sérine ou de la tliréoriirie, 

- le type N-glycosidique contenant un résidu de N-acé~lgliicosaiiiiiie 

lié à l'azote du groupe aminé de l'asparagine. 

Nous allons présenter brièvement les striictures priniairc~s de  c~lincliit 

classe, les revues de  Spiro (- 182 -), Kornfeld et Kornfcld (- 92 - 93 -) et Montreuil ( -121 -1 

peuvent apporter des informatioris complértientaires. 

1 - Les O-glycosylprotéines 

Les O-glycosylprotéiiies préserite~it uiie graiide vnriCLÇ dc t ~ 1 ) c . s  (le 

conjugaison. 



Plusieurs monosaccharides (galactose, N-acétylgalactosamiiie, man- 

nose, xylose) et plusieurs amino-acides (sérine, thréonine, Iiydroxylysine, liydro- 

xyproline) sont impliqués dans les points d'attache. On distingue deux grandes 

classes : 

- les glycoprotéines dont le glycanne est lié à la sérine ou à la tliréo- 

nine (type mucine) - . 

- les glycoprotéines dont le glycanne est lié à l'hydroxylysine ou à 

l'hydroxyproline (type collagène). 

a - Liaison à la sérine ou à la thréonine. 

En général c'est la N-acétylgalactosamine qui se lie à la 

sérine ou à la thréonine par une liaison a-1,3. Une caractéristique des glucides de type 

mucine est la présence d'un noyau disaccharidique  al@ 1-31 GalNAc (Tableau 1 p.8). 

Toutefois, à ce jour, plus de 300 structures différentes peuvent être dénombrées. 

A titre d'exemple, dans la mucine sous-maxillaire de Porc, l'acide sialique, le fucose et 

la N-acétylgalactosamine sont attachés au noyau disaccharide potrrformer les 

déterminants du groupe sanguin H et A. - 

Dans quelques cas, ce noyau peut s'allonger par l'additioii d'unités 

de répétition Ga1 ( ~ 1 - 3 )  GalNAc ou Gai (81-4) GlcNAc (Oates et al.-133-). Urie très 

grande chaine glycannique a été trouvée dans les substances du groupe sariguiri 

(Lloyd et  al.-104-). 

Du sulfate peut se trouver dans les glycannes liés O-gl~cosidiquement 

des protéoglycannes de tissus de Mammifère (Hascali -75-), (Fig. 1 ; p. 9). 

La liaison du glycanne à la séririe ou ii la ttiréoninc peilt se fairt: 

exceptionnellement par le Man en a ou 8 -1,3 ou le Galactose en a -1,3 (Spiro et 

Bhoyroo -1M-, Nakajima et Ballou -126-, ; Fig. 2 p. 9). Cela n'a été rencontré que 

chez des Invertébrés. 



TABLEAU 

EXMPLES DE GLYCANNES LIES A LA PROTEINE PAR DES'LIAISONS DU T?PE 
GalNAc (al-3 1 Ser (Thr 1 

= 8 - 

Erychrocytes Tn-réactif D U R  et 11.-35- 1 
Eryîhrocytes T-réactifs 1 

NouAc (a 2 4 ) -  

/ M ( B 1 - 3 1  

Glycoprotéines d'oeufs 

h U k  (0 2 6  

-yGalNAC(al-31Sa>i(Thrl 

/ NouAc(a2-3)C;r1(01-3) 

' G ~ C N A C  (01-61 

Fuc(a 1-3) 1 
'Ga1 (01-3)G1c?IA~ (01-3)Gal(8l-31GalNAc(al-31 Ser (Thr) 

Glycoproteine de ce--eau 
de Fiat 

IWASAKI et al. -84 - 

FINNE - 49 - 

G l y c o ~ o r l n e  Humarne 
(groupe Mi 

TIiOMAS e t  WIN&ZR 

-195. 

??euAc (a2-6) 

\GaiNX(<ii-31 Ser(Thr1 

Gai.XAc (81-3)) 
/ 

Glycoprotéine sous- 
lznguale de 4at 

SXHIANY ec SLCHIANY 
-176- 



. 
GalNAc (13 1-3 ) Ser ( T b  r) 

/ 
NeuAc (4 2 - 3 Ga1 ($3 1- 3 ) 

Figure 1: Exemple de structure de glycannes liés O glycosidiquement à la Sérine 
(ou Thréonine) retrouvés dans les Protéoglycannes(Hascall-75-) 

Kératanne sulfaté de squelette 

Figure 2: Exemples de structures de glycannes liés O glycosidiquement à la Séri- 
ne(ou Thréonine) par le Galactose et le Mannose 

A Glycannes du collagène de la cuticule de Nereis(~piro et ~hoyroo-184-) 

B Glycanne des mannoprotéines de Saccharomyces cerevisiae(Nakajirna 
et Ballou-126-) . 



b - Liaison à l'hydroxylysine ou hydroxyproline 

Ce sont les glycoprotéines constitutives du collagène que l'on trouve 

au niveau de la membrane basale glomérulaire (Butler -25-). L'hydroxylysine (ou 

oHPro) est substituée par un résidu de Gd, ou par le disaccharide Glc (al-2)  Gal 

( B  1). Dans ce type de conjugaison, la galactosyltransférase reconnait la séquence 

peptidique Gly-X-Xyl-Gly (Morgan et  al,-122-). 

2 - Les N-glycosylprotéines 

Les glycannes de type N-glycosidique ont un noyau commun cons- 

titué de trois résidus de mannose et de deux résidus de N-acétylglucosamine. La 

liaison du glycanne à la protéine est réalisée par l'association de la N-acétylglucosa- 

mine et de l'asparagine. 

Les glycannes branchés possèdent tous une partie interne constituée 

par un noyau pentasaccharidique commun : 

Man (a 1-6) 3 2 1 
\ 

h a n e  1-4) GlcNAc(s1-4) GlcNAcQ 1)Asn 
/ 

Man (a  1-3) 

Ce noyau commun représente la partie invariable et les différentes 

structures glycanniques dérivent de la substitution de ce noyau par des résidus 

saccharidiques en position 4 et 4' et qui confèrent au glycanne sa spécificité. On 

distingue, ainsi, trois sous-classes (Fig. 3 p. 11) : 



3 )  i Man (oi 1 - 6 1, \ 

. .  ~ a n ( o < l - 3 )  /Man(K1-6 ) \ 
GlcNAc (P 1-4)-Plan(Pl-4)GlcNAc (,31-4>GlcNAc ( $ 1 - N ) ~ s n  

/ 

FIGURE 3: Les t r o i s  c l a s s e s  de glycannes de type  N-glycosidique 

1 )  Type oligornannosidique 
2) Type N-Acétyllactosarninique 
3 )  Type mixte ou "hybridet t  



a - Le type Oligomannosidique contenant seulement des résidus de mannose et de 

N-acétylglucosamine. Des exemples de structures sont présentés dans le Tableau II 

(P. 13). 

b - Le type N-acétylZuctosaminique ou type «complexe» contenant un nombre 

variable de résidus de N-acétyllactosamine Gal (81-4) GlcNAc, d'acide sialique etlou 

de fucose. La substitution des résidus N-acétyllactosarninyl s'effectue en position 2, 

4 et 6 des mannoses externes 4 et 4' pour donner des structures bi, tri, tétraanten- 

nées, sialylées, fucosylées ou non. 

La structure de base des glycannes biantennés de type N-acétyl- 

lactosaminique est la suivante : 

La structure de quelques glycoprotéines de type N-acétyllactosami- 

nique est donnée dans le Tableau III (p.14 et 15). 

c - Le type hybride possédant à la fois la structure oligomannosidique et N-acétyl- 

lactosaminique (Tableau IV p. 16). 



TABLEAU II 

Exemples de S t r u c t u r e s  de  t y p e  oligornannosidique - 13 - 

STUCTURES O R I G I N E  REFERENCES 

de Vache 

UM(~  1-45), 
Xan($i- 4)ClcNActpl -4)CLcNAc(~ -NlAsn 

/ 
u u i a  1-3 

Immunoglobuline M 
de macroglobulinémi 
de Waldenstrôm 

Carboxypeptidase àe 
Sacchoromvces cere 
vlslae 

Ovomucoide de 
Poule 

Conchie et Strachm 

-32 - 

- Yamashita èt al 

-211- 

Van Halbeek et al 
-204- 

Chapman et Kornfeld 
- 28 -  

Hashimoto et al 

-76- 



TABLEAU III 

I ORIGINE I RPFERENCLS 

f l a r w ~ a l - 6 l U r ( B l - 4 l D L ~  181-2) ruatal-ë] 
\ 

U ~ ~ i B 1 - 4 ) . ~ ( B 1 ~ l C l c N K i ~ 1 - 4 l G l ~ ~ ~ l 6 t - n )  Aaa 

~ c t u c i c i l - 6 ) ~ ~ 6 1 4 ~ G L a ~ ~ 8 1 - 2 ~ ~ c i n t ~ - 1 ~  1 (al41 
nic 

G J ( ~ I ~ I G ~ ~ ~ u I B I - ~ I ~ u o ~ ~ I - ~ ~  
. \ r u i ( 6 1 - 4 ) ~ ~ i 0 1 - 4 ) ~ k ? ~ e 1 8 1 - * 1  A i n  

t 

Serocransferrine 
Humaine 

~ o g l o h u l i n e  G 
sérique Humaine 

Immunoqlobuline C du 
coloscrurn de Veau 

sécrétiondu lait 
ae Femme 

CtERON et al. 

Triantennée 

Fécuine de Veau 

Facteur I X  bovin .XïZUCCEI et a l .  

-118- 



TABLEAU III (suite) 

\ 
GIC ~lct8t4)-*rntB1-4)~1~~(~ctd1-4l~lc~t6l-~~~am 

c1ctuctdl-i~ 

'wutoi-il 
/ 

Glccuc,bt-ll~ 

m ~ta2-5)C11 t81-4)GlcNcf(81-3l clJIgl4lClarec~1-2) 
1 ,-ta14i 

m K ( o l d l ~ ( B I 4 l C L c ~ A c ( d l - l )  ~ ( d I 4 l C ~ t ( 1 1 4 1  

W(8f-31 ~lB1-4lGl~<81-4) 
1 
r u a t 8 1 - 4 1 ~ 1 ~ ~ 1 8 1 4 I ~ l c ~ ~ ~ ~ ~ I - ~ ) A . ~  

'-0, 4 I (014) 

~111~1-3) w(g1-4~uetcu1ip-al 
t 

ruc 

u i a l o  orosomucoide 
[umkin 

àlycoprocéines de 
lembrane p h m i q u e  de 
nymocfes de Veau 

SIomucoïde de Poule 

Glycoproteine 
de cel lules  
BHK 

?OüF.NET et a l .  

-54 - 55 

YOSHLXA et al. 

-213- 

VXMAÇHITA et a l .  

WrJCXE e t  MONTREUIL 

- 150.- 

.IC;LNCCIS-GZnFJU) 
e c  al. -56- 



TABLEAU IV 

EXEMPLES DE ST3UCTUFEÇ DE TYPE M I X T E  

-(ai-61 
\ 
M M ( ~ ~ - ~ ) G L C N A C ( ~ ~ - ~ ) G ~ C P ~ À C ( ~ ~ - N ) A ~ ~  

LIANG et al. 
I 

GLG.UC~BI-ZI~M(~~-~) 

Gl~NA~($l-z)Mari(a1-3) 

.et- ai,. -210 - 

Ovalbumine de YAKASHITA 
et al. -212- 

IgM myél0mateus.e humaine (MILLER .-113. ) 

FIGURE 4: Exemple de s t r u c t u r e  de type"  i s o  N.Acétyllactosarninique. 



Les glycannes de type complexe peuvent être substitués par une 

grande variété de liaisons : 

- le résidu N-acétylglucosamine lié à l'asparigine peut être substitué 

par un a -l,6-Fuc alors que le mannose 8 peut être substitué en position C-4 par un 

résidu Bll,4-GlcNAc qui a été appelé par Schachter KN-acétylglucosamine intercalai- 

re» ou «bisechice» (bisecting N-acetylglucosamine) 

- la séquence terminale Gd( 8 1-4)GlcNAc peut être substituée par 

de l'acide sialique ou du galactose 

- la chaine glucidique peut aussi s'allonger de la séquence répétée 

Gal ( 81-4)GlcNAc( 81-3). 

Cette séquence polylactosaminique peut aussi être fucosylée 

( a-1,2-Fuc sur le galactose, a -1'3-Fuc sur la N-acétylglucosamine) ou galactosylée 

a -1'3-Gal sur le galactose. 

Enfin les résidus N-acétyllactosaminiques peuvent être remplacés 

par des structures de type «iso-N-acétyllactosamique» (Gd 8 1-6GlcNAc) (Miller 

-113) (Fig. 4 p. 16). 

Un grand nombre de ces structures sont discutées dans la revue de 

Montreuil (-1 20-). 



3 - Conclusion 

Comme nous le décrivons dans le paragraphe c (p. 12)' les chaihes 

glucidiques des glycoprotéines sont formées par l'action séquentielle des glycosyl- 

transférases. La structure de la chaihe glycannique finale ainsi produite est détermi- 

née par la spécificité de chaque glycosyltransférase pour un glycosylnucléotide par- 

ticulier et pour un accepteur glycosylé spécifique, et par sa capacité de synthéti- 

ser un type particulier de liaison. 

Ce mécanisme peut expliquer la microhétérogénéité de la chaine 

glucidique, très souvent trouvée dans la partie glycannique des glycoprotéines. 

Compte tenu de l'insuffisance de certains gly cosylnucléotides, 

les changements d'activité relative des glycosyltransférases et d'autres paramètres, 

peuvent théoriquement induire un changement dans les structures majeures des 

chaines glycanniques. Un tel mécanisme a été proposé pour expliquer la micro- 

hétérogénéité des glucides isolés de l'albumine d'oeuf (Huang et ad -81-) et de la 

ribonucléase pancréatique de Boeuf (Tarentino et aL -194-). Ces deux glycoprotéi- 

nes possédent une seule chaine glucidique reliée à l'asparagine, mais semblent 

contenir un mélange de séries d'intermédiaires à côté de la chaihe complète. 

Néanmoins, une signification fonctionnelle etlou structurale peut 

être associée à une biosynthèse apparemment hasardeuse des unités oligosacchari- 

diques. 



En effet, de récentes études des chahes glucidiques de gonado- 

tropine chorionique humaine (HCG) (Endo et  al.-48- ; Mizuochi et Kobata -116- ; 

Swaminathan et Bah1 -189-) et des facteurs de coagulation du sang (Mizuochi e t  al. 

-Il?-) prouvent de façon évidente que le phénomène apparent de microhétérogénéité 

doit être interprété avec précaution. 

La répartition spécifique des différentes chahes glucidiques liées 

à différentes asparagines de la molécule protéique, ne peut pas être expliquée 

par notre connaissance des mécanismes de biosynthèse de la liaison des glycannes 

à l'asparagine. Ii serait intéressant de voir à quel niveau la régulation biochimi- 

que est maintenue. 

B - ROLE DES GLYCOPROTEINES 

Les glycoprotéines sont largement répandues dans le monde vivant, 

au niveau cellulaire, dans le cytoplasme ou intégrées dans les membranes et les pa- 

rois cellulaires, ainsi que dans les sécrétions et dans les liquides biologiques. De 

nombreuses protéines longtemps considérées comme des holoprotéines se révèlent 

être des glycoprotéines et la contribution des sucres aux différentes activités biolo- 

giques de ces composés (enzymes, hormones, récepteurs, transporteurs membra- 

naires ...) demeure en grande partie inconnue. 



Des expérimentations réalisées dans les dernières décades, il apparait 

que le rôle des glycannes est très diversifié et que ces derniers interviennent dans les 

mécanismes suivants : 

1 - Rôle des glycannes dans la conformation des glycoprotéines 

La glycosylation des protéines introduit des modifications de leur 

masse moléculaire, de leur forme et de leurs propriétés physicochimiques. La chaine 

glycannique influence la conformation des protéines (Gibson et  al. -64-)-et les pro- 

priétés physiques comme la solubilité (Callagham et al. -27-) ou la sensibilité à de 

la dénaturation par la chaleur (Leavitt -98-). 

2 - Effets protecteurs des glycannes envers la protéolyse 

Au niveau cellulaire, de nombreuses protéines et glycoprotéines de 

hauteinme moléculaire deviennent biologiquement actives après l'action de proté- 

ases spécifiques (voir la revue de Schwartz et Datema -1683. En l'absence de glycan- 

ne, les protéases ne reconnaissent plus leurs sites spécifiques de coupure et produi- 

sent des peptides atypiques dépourvus d'activité biologique (Loh et Gainer -105). 

A l'opposé, il est maintenant bien démontré que les glycannes des 

glycoprotéines jouent un rôle dans la protection contre les dégradations protéoly- 

tiques (Lijnen et  al.-102- ; Olden et al.-134- ; Nazir ud Din -129-). 



Le mécanisme n'est pas bien connu, mais il peut s'agir simplement 

d'un masquage de la protéine par les glycannes. 

3 - Les glycannes en tant que signaux de reconnaissance 

En tant que déterminants antigéniques 

Un très grand nombre de réactions immunologiques font intervenir des 

hétérosaccharides de surface et la partie glycannique semble jouer le rôle de déter- 

minant antigénique et porter la spécificité antigénique. 

Les déterminants des érythrocytes qui constituent le système du grou- 

pe sanguin humain, sont portés par des glycoprotéines ou des glycosphingolipides. 

Les glycolipides de l'hématie supportent les activités de groupe sanguin A, B, O. Les 

glycoprotéines de la membrane du globule rouge portent les déterminants M et N 

qui constituent le second système du groupe sanguin. Les chaines glycanniques sont 

de type O-glycosidique (activités du groupe sanguin M et N) ou N-glycosidique 

(activités du groupe sanguin 1 et i) (Winzler -20% ; Lisowska -103- ; Ebert e t  al.-44-). 

Les glycannes jouent un rôle de reconnaissance dans de très nombreux 

cas. Pour résumer, nous attribuons, en dehors du rôle en tant que déterminant anti- 

génique, les rôles suivants : 

En tant que récepteurs de Virus et de  Bactéries 

En tant que récepteurs de molécules solubles 

Reconnaissance intercellulaire et l'adhésion cellulaire 

Dans certains cas, il s'agit d'une interaction entre les glycannes et les lectines (Rosen 

et al.-162- ; Ray et al.-159- ; Tonegawa -196-) 



Dans le recyclage des glycoprotéines membranaires 

Dans le transport e t  1 'excrétion des glycoprotéines solubles 

La glycosylation est nécessaire à l'excrétion de l'invertase et la phos- 

phatase acide des levures (Onishi et al.-137-), des IgA, IgE et IgM des cellules de plas- 

mocyte de Souris (Melchers -112- ; Hickman e t  al.-79-) et certaines glycoprotéines de 

cellules de BHK «Baby Hamster Kidney~ (Hughes et al.-83-). 

Cependant, pour un grand nombre de glycoprotéines, la présence 

de chaines glucidiques n'est pas essentielle à l'excrétion ou à la sécrétion. C'est le 

cas par exemple du procollagène (Duksin et al. 4 3 - ) ,  de la sérotransferrine (Struck 

et al.-186-) ou de la carboxy-peptidase de Levure (Hasilik et al.-??-). 

C'est en ce qui concerne les hydrolases lysosomiales que le rôle des 

glycannes est le plus clair. Ces enzymes, synthétisées au niveau du réticulum endoplas- 

mique rugueux, de la même manière que les glycoprotéines de secrétion, vont être 

spécifiquement transférées dans les lysosomes. Le ciblage des enzymes lysosomiales 

vers les lysosomes met en jeu une série de modifications du glycanne conduisant à la 

formation de mannose-6-phosphate à l'extrémité non réductrice du glycanne (Kaplan 

et al.-881-, Hasilik et al.-78-).  La présence de ces résidus de mannose-6-phosphate est 

un signal de reconnaissance. Un déficit en N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase 

entraine la non-formation de ce signal et la non excrétion des enzymes. 

Rôle dans 1 'endocytose 

L'endocytose est réalisée par des récepteurs spécifiques. Le récepteur 

d'hépatocyte de Mammifères a été décrit par Aschwell et More1 (-5-) et a été purifié 

(Hudgin et al.-82-). Ce récepteur se lie spécifiquement au galactose. 



Relation entre la métastase et la modification de la structure des glycannes 

Les modifications profondes que connaissent les glycannes des gly- 

coprotéines membranaires des cellules cancéreuses, ont été récemment définies. 

Elles concernent essentiellement les N-glycosylprotéines dont la proportion des 

glycannes de type N-acétyllactosaminique tri et tétraantennés augmente de façon 

très nette au détriment des structures biantennées (Debray et al. -3%). Ces trans- 

formations pourraient être en partie responsables des perturbations du «compor- 

tement social> que présente la cellule cancéreuse et, en particulier, de la diffusion 

métastasique (Debray -37- ; Smets et al.-177-). 

Nous n'avons pas développé tous les rôles biologiques des glycannes 

des glycoprotéines tant ils sont nombreux. Nous pouvons néanmoins dégager deux 

aspects de leurs rôles. 

Le premier est d'ordre physicochimique : les glycannes stabilisent 

la protéine, contribuent à la formation de sa structure tertiaire, la protège de l'ac- 

tion de protéases non spécifiques et contrôle, dans certains cas, la perméabilité des 

membranes. 

Le second est beaucoup plus précis puisqu'il est fondé sur le con- 

cept de signal de reconnaissance porté par les glycannes. Ii n'existe pas de fonction 

précise pour les glycannes en ce domaine, mais toute une série d'activités biologi- 

ques dépendantes de la structure glycannique et également de la nature de la pro- 

téine. 



Néanmoins, deux questions majeures restent actuellement sans ré- 

ponse : 

1 - la microhétérogénéité structurale des glycannes, se traduisant par 

des différences allant jusqu'à des variations minimes affectant les monosaccharides 

situés à l'extrémité terminale non réductrice des glycannes, a-t-elle une signification 

biologique ? 

2 - Qu'elle est l'origine et la signification de l'hétérogénéité des gly- 

cannes portés par une glycoprotéine ? 

C - BIOSYNTHESE DES GLYCOPROTEINES 

La chahe glucidique est synthétisée par l'addition séquentielle des 

résidus glucidiques, catalysée par des glycosyltransférases. Les sucres sont transférés 

d'un glycosylnucléotide correspondant vers la chaihe glycannique en croissance 

(voir Chapitre II). 

Les glycosyltransférases sont spécifiques du monosaccharide qui 

va être transféré, de l'accepteur à glycosyler, de l'anomérie, de la configuration et 

du type de liaison qui relie le sucre à la chaine (voir les revues de Montreuil -121- ; 

Schachter et Roseman -163-). 

Compte tenu de cette spécificité et du nombre très grand de struc- 

tures glycanniques, il en résulte une grande variété de glycosyltransférases dont 

certaines ont été particulièrement étudiées (voir Chapitre II). 



1 - Biosynthèse des glycannes de type N-glycosidique. 

La biosynthèse des glycannes liés N-glycosidiquement aux protéines, 

bien que nécessitant une suite de réactions plus complexe que celle qui conduit à 

la biosynthèse des oligosaccharides de type O-glycosidique, est mieux connue et peut 

se subdiviser en quatre étapes (voir revues générales Kornfeld and Kornfeld -93-9+; 

Montreuil -121-) : 

* Synthèse du précurseur dolichol-pyrophosphate-oligosaccharide 

* Transfert en bloc de l'oligosaccharide sur la protéine 

* Maturation et biosynthèse des glycannes de type oligomannosidique 

* Synthèse des glycannes de type hybride et N-acétyllactosaminique 

et allongement des glycannes. 

L'ensemble de ce mécanisme est résumé à la Figure 5 p. 26. 

La synthèse du précurseur Dolichol-pyrophosphate-oligosaccharide 

comprend l'addition de 2 résidus de N-acétylglucosamine à partir de I'UDP-GlcNAc 

sur le Dolichol pour conduire à la formation de (G~CNAC)~-P-P-DO~. Des additions 

successives de 5 mannose à partir de GDP-Man, puis de 4 mannose à partir 

de D 01-P-Man vont conduire à l'élaboration du glycanne Man9GlcNAc2P-P-D 01 

(Chapman et al. -29-) complété par l'addition de 3 résidus de glucose à partir de 

Dol-P-Glc (Staneloni e t  al .-185-). 

La dernière addition du a - 1,2 - Glc peut servir de signal pour une 

oligosaccharydyltransférase (Spiro e t  al.-183-) qui est responsable du transfert en bloc 

sur un résidu d'asparagine de la chahe polypeptidique naissante (Behrens e t  al.-9-). 



~ l c  (al-2)Glc(al~2)~lc(al-3)Man(cil-i)Hiin(al-2)Man(al-3) 

( ~ 1 4 ) G l c ~ ( 6 1 4 ) G l c N A c ( a l - ) P - P - D o l  
~an(al-Z)Man(a1-3) 

Man (al-2)  an (al-6 

Glc (a1-2)Glc(a1-2)Glc(al-3)Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3), 1 

TRANSFERT DE L'OLIGOSACCIARIDE 

SUR LX PROTEINE 1 I 

Man(a1-2) Man(a1-2)Man(al-3) 

Man(a1-2)Man(al-3). 
\ 
Man (61-4) GlcNAc ( 61-4) GlcNAc (61-Ni Asn 

.~(al-~)Man(al-6i 

1 4 Man 

-3 Glc 

San (01-3) 

Xan(a1-3) \ C 
\ 

Man ( 61-41 GlcNAc ( 61-41 GlcNAc ( 61-N) Asn 

FIGURE 5 : - Biosynthèse des glycannes des N-glycosylproteines: synthèse du 
dûlichol-pyrophosphat2-oligosaccharide et trznstert sur la 
protOine suivis des étapes de maturation; synthèse des glycannes 
de type oligomannosidique. 



Les recherches réalisées sur la spécificité de l'enzyme transférant 

l'oligosaccharide, montrent que la séquence amino-acide Asn-X-SerIThr, dans la- 

quelle X est n'importe quel acide aminé sauf la proline, est la séquence minimale pour 

le transfert (Pless e t  al.-151- ; Struck et  al.-187-). 

Un autre système de transfert et de synthèse de N-glycosylprotéi- 

nes a été démontré par Hoflack et  al.(-80-). L'oligosaccharidyltransférase serait capa- 

ble in vitro de transférer du N-N'-diacétylchitobiose directement sur la protéine à 

partir de Dol-P chitobiose, auquel succèderait un allongement du glycanne par l'addi- 

tion de mannose provenant du GDP-Man. 

Dans une série de réactions, appelée maturation de l'oligosaccharide, 

les résidus glucose et la plupart des résidus mannose sont éliminés par des a -gluco- 

sidases et a -mannosidases spécifiques, conduisant ainsi aux différentes structures de 

type oligomannosidique décrites dans le Tableau 1, p. 8 (Opheim et al.-138-). 

Un point important de contrôle est réalisé à l'étape du Man5-GlcNAc2 

(Fig. 6 p. 28) parce que l'élimination des autres résidus mannose ne peut avoir lieu 

qu'après l'action de la N-acétylglucosamine-Transférase 1 (Harpaz et al. -74-). C'est 

à ce stade de la maturation que se différencient les voies biosynthétiques condui- 

sant aux glycannes de type mixte et de type N-acétyllactosaminique. 

L'allongement des glycannes GlcNAcMan5-GlcNAcg et GlcNAcMan3GlcNAc, se 

traduisant par la formation d'antennes, se fera par l'addition de fucose, de 

galactose ou d'acide sialique. Le transfert de ces résidus est réalisé par des glycosyl- 
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transfkrases dont quelques galactosyltransférases impliquées seront discutées au 

Chapitre II. 

L'assemblage, aussi bien que le transfert de l'oligosaccharide Glc3 

Man9GlcNAc2 sur la protéine a lieu dans le réticulum endoplasmique rugueux et 

il s'agit certainement d'un phénomène cotranslationnel (revues générales de Hanover 

et Lennarz -72- ; Montreuil -121-). Pendant le transfert de la glycoprotéine vers l'appareil 

de Golgi, les résidus de glucose et certain mannose (élimination du Man9 de l'oligo- 

saccharide) (Godelaine e t  al. -68- ; Bischoff et Komfeld -16-) sont éliminés dans le 

réticulum endoplasmique rugueux et lisse, alors que les autres mannoses sont éliminés 

dans l'appareil de Golgi. L'addition des résidus monosaccharidiques conduisant aux 

glycannes de type complexe et de m e  mixte a lieu dans le Golgi (Hanover et Lennarz 

-72-). 

2 - Biosynthèse des glycannes de type O-glycosidique 

La biosynthèse des O-glycannes est plus simple que celle des N-gly- 

cannes. Un résidu N-acétylgalactosamine est transféré sur la serine ou sur la thréoni- 

ne par une N-acétylgalactosarnine-transférase. Cette enzyme a été caractérisée en 

1967 (McGuire et  al.-111-) et a été purifiée (Sugiura e t  al.-18%). 

A partir des données de plusieurs études (Williams et  al.-206- ; Brock- 

haussen e t  al. -23-), il est possible de composer un schéma montrant les glycosylations 

initiales (Fig. 7 p. 31). 



Les points importants de la biosynthèse des O-glycannes sont la glyco- 

sylation des GalNAc-protéines (3 voies possibles) et la glycosylation de Gd( 8 1-3)- 

GalNAc-protéines (5 voies possibles). 

La plupart des résultats indiquent que la biosynthèse des O-glycannes 

est un phénomène post-translationnel qui se réalise entièrement dans l'appareil de 

Golgi (Schachter e t  al. -164- ; Beyer e t  al.-15-). 



FIGURE 7 : Voie de biosynthèse possible des chaînes glucidiques des O-glycannes. 

Les réac t ions  qui ne peuvent pas s e  r é a l i s e r  son t  représentées sar des 
barres  en p l e in ,  l e s  réactions q u i  ont  l i e u  lentement son t  représentées  
par des bar res  hachurées. 

Abréviation : R, proté ine .  

( f i gu re  t i r é e  de la  thèse de W .  Blanken -1.9~) 



II - LES GLYCOLIPIDES 

A - STRUCTURE PRIMAIRE 

Les glycolipides à sphingosine ou glycosphingolipides restent les 

structures les mieux connues parmi les glycoconjugués membranaires. En effet, 

d'une part ils ne possèdent qu'un seul glycanne par molécule ce qui en simplifie 

l'étude et, d'autre part, 80 à 90 % d'entre eux sont localisés dans la membrane plas- 

mique, ce qui permet de les étudier à partir de cellules totales. 

La partie lipidique : la céramide, permet l'intégration de la molé- 

cule dans la membrane. Le glycanne possède le motif de base commun du lactose 

Gal ( 01-4)Glc, le glucose se liant sur la cérarnide. A partir de cette lactosyl-céramide 

(ou GL2) se constituent des glycolipides de plus en plus complexes. 

Les glycosphingolipides peuvent être subdivisés en trois groupes : 

les gangliosides contenant un ou plusieurs résidus d'acide sialique, les glycosphin- 

golipides neutres et les sulfato-glycosphingolipides. 

Les glycosphingolipides peuvent être, d'un point de vue structural, 

divisés en cinq séries (voir Tableau V ; p. 33). 

Les ganghosides de la série ganglio contiennent un ou plusieurs ré- 

sidus d'acide sialique liés au galactose ou à d'autres résidus d'acide sialique (Fig. 8 

p. 36). Moins communément, le galactose en position terminale peut être substitué 

par du fucose ou par de la N-acétylgalact~samine~ 



TABLEAU : Structures de base des oligosaccharides des glycospliingolipides et leurs symbols. 

r 

Oligosaccharides nom usuel symbols 

- 
1. Globo-scrics (major) 

Gala I+iGalp I-r4C:lc Globoiriansc ClAa or CI>Osc3a 
Gala I+SGaipl-r4Gir C,lobonroi. inosc Gb3b or Cl>OrcSb 

GalNAcp I-+S(;alal-+4Galfi I+4Clc Clob)iciraore ClAa oi <;bOscJa 
(;alNAcp1+3<;alal-r3GalPI-.4Clc Globoneoieiraose Ç1~4h or <;I~~>sc.lb 

CalNAcaI-rSGalNAcpl-+3GalaI-r4Gal$I+4Glc Clol>opcn:aosc Gb5 or GbOsç5 
2. Lacto-scries iniajor) 

GlcNAcPI-r3Galf3 I+4GIc Lactoiriaose I r 3  or IrOsc, 
GalpI+SGlcNAcpI+3Galpl-r4C;lc Laciotciraosc l r4a or LcOsc4a 
Gal~ l - r4GlcNAc~ I - r3Ga l~4Glc  Lacionrotctraose Lc4b or LcOsc4b 

(~al~I+4GlcNAc~I-rSCal~I~4C;IcNAc~1+3Gal~I-r4Glc Laciol~cxaosc LcG or LrOsc6 
(or lacionorlicxaosc) 

Galp I+4C;lcNAcf3 I 
1 I 

~Gal~I-r4GlcNAcpI-r3(;alpI+4Glc Laciouoociaosc 1x8 or LcOsc8 
t /' 
Calp 1+4GlcNAcpI 

S. Canglio-scrics (iilajor) 
GalNAcflI+4Gal~l+4Glc Ganglioiriaose Cg3 or CgOscS 

Galp I-rrCtalp I+3CalNAcpl+4Calp 1-4Glc Ganglioiciraose G6.I or GgOsc4 
GalNAc~l--r3GalNAc~I+4Gal~l+4Ccr Gangliopcntaose Cg5 or CgOsc5 

4. Muco-serics (niiilor) 
Galpl-+4Cal~l-r4CIc Miicotriaosc . hic3 or hlcOscS 

Galp I+4CaipI-r4Galj3 I-r4Glc Mucoiciraose hic4 or McOsc4 
5. Cal-scrics (nlinor) 

Gala l+4Gal Galabiosc Ga2 or GaOsc2 
GalaI+4Cala I-rQGal Calairiaose (;a3 or GaOsc3 

i 



Les glycosphingolipides de la série globo contiennent généralement 

une séquence Gal(a 14)Gal ou Gal ( al-3)Gal. La N-acétylgalactosamine peut être 

substituée par une a-1,3-N-acétylgalactosamine. 

Dans la série lacto, les glycosphingolipides peuvent contenir plusieurs 

séquences de Gal(0 14)GlcNAc( 01-3) . Ils peuvent être branchés par une séquence 

GlcNAc ( 0 1-6)Gal. Le résidu galactose en position terminale peut être substitué 

par l'acide sialique ou par le galactose en position a -1,3 ou 0 - 1,3. 

La partie glycannique de la série muco peut être substituée par du 

fucose ou du galactose lié en a-1,2 et a -1,3 respectivement au Gal terminal lié en 

0 -1,3. 

Les différentes structures des glycosphingolipides et leurs substitu- 

tions sont résumées dans la revue de Kanfer et Hakomori (-87-). 

B - BIOSYNTHESE 

Comme la biosynthèse des glycoprotéines, la partie glycannique des 

glycosphingolipides est synthétisée par l'addition séquentielle des résidus de sucre par 

l'action de glycosyltransférases. 



Selon une autre hypothèse (Arce et  al.4- ; Maccioni et al.-107-), des 

glycolipides seraient synthétisés par un système multiglycosyltransférase différent de 

celui des glycoprotéines. 

Dans les tissus extraneuraux, les glycosyltransférases impliquées dans 

la biosynthèse des glycosphingolipides sont localisées dans le Golgi à l'exception pro- 

bablement de la lactosylcérarnide sialyltransférase (Roseman -161- ; Pacuszka e t  al. 

-139-). La localisation dans le tissu cérébral est encore controversée. Des études 

indiquent que des glycosyltransférases de surface des membranes synaptiques seraient 

impliquées (Den et al, -40-) alors que Fishman (-51-) en trouve dans les microsomes et 

dans les myélines. 

1 - Biosynthèse des gangliosides 

Elle est résumée à la Figure 9 ; p. 36 

La biosynthèse conduit au G Dl, et GTlb respectivement. Les enzy- 

mes impliquées dans la formation de GD 1, ont été découvertes dans le cerveau d'em- 

bryon de Poulet (Roseman -161-) et deRat (Arce et  al.4-). 

Les tissus extraneuraux contiennent essentiellement le GM3 et le 

GD3 et un peu de ganghosides plus longs, dus à une très faible ou à un manque 

d'activité de la N-acétylgalactosamine-transférase synthétisant le GM2 (Fishman 

-51-).'1 ne faible activité de cette enzyme a également été détectée dans les fibroblas- 



FIGURE 8 : Structures de gangliosides de la série ganglio. 
(figure tirée de la thèse de W. Blanken -19-) 
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FIGURE 9 : Voie de biosynthèse possible de gangliosi6es. Pour le type de liaisons, 
se référer à la figure no 8. 



tes de peau humaine qui, pourtant, possèdent des activités GM2 galactosyl-transfé- 

rase (Fig. 9 p. 36 réaction 11) et GM1 sialyl-transférase (réaction 12) (Fishman e t  

al.-52-), ce qui est en faveur d'un contrôle par la N-acétylgalactosamine-transférase. 

Les glycosyltransférases responsables de la synthèse de GDlb ont 

été mises en évidence dans le cerveau de Rat (Cumar et  al.-34-). 

Une autre voie mène au GMIB (Handa et  al.-71-). Des expériences 

de compétition indiquent qu'une galactosyltransférase catalyse la réaction 8 et 11 

(Fig. 9, p. 36 ), alors que deux N-acétylgalactosamine-transférases sont impliquées 

dans les réactions 7 et 10 (Dicesare 41-). 

2 - Biosynthèse des séries lacto et globo des glycosphingolipides 

La voie de biosynthèse est présentée Fig. 10 p. 38. Toutes les glyco- 

syltransférases impliquées ont été mises en évidence in vitro en utilisant des glyco- 

sphingolipides comme accepteurs (Basu e t  al.-8-). 



Ceramide 

polyglycosylceramides 

FIGURE 10 : Voie de biosynthèse des glycosphingolipides des séries lacto 
et globo. Seul, le type de liaison du dernier oligosaccharide 
ajouté, est indiqué. 



III - GLYCOSYLTRANSFERASES COMMUNES AUX GLYCOSPHINGOLIPIDES 

ET GLYCOPROTEINES 

De nombreuses séquences de la partie glycannique se retrouvent dans 

les glycoprotéines et les glycosphingolipides. 

Des expériences de compétition entre une Gd(@ 1-3)GalNAc-protéine 

et le GM1 indiquent que la glande sous maxillaire de Porc contient une sialyltrans- 

férase agissant sur les deux substrats (Rearick et  al.-159 II-). 

De même, la a -2,3 sialyltransférase purifiée de la glande sous maxillaire 

de Porc (Rearik et al.-159 II-), la ( Bl-3)GlcNAc-transférase de sérum humain (Piller et 

al. -149) et la ( a 1-3)-galactosyltransférase purifiée de thymus de Veau (Blanken et al. 

-18-) agissent aussi bien sur les glycoprotéines que sur les glycosphingolipides. Ce- 

pendant, des résultats inverses ont été obtenus avec laa-2,3 sialyltransférase de cer- 

veau de Rat (Ng et Dain -131-) et la GalNAc-R ( 8  1-3) galactosyltransférase (Kaplan 

e t  al.-89- ; Schachter et al.-164-). 

Cela signifie que les portions glycanniques périphériques des glyco- 

protéines et des glycospingolipides sont synthétisées par des enzymes communes alors 

que les noyaux oligosaccharidiques sont assemblés par des glycosyltransférases spéci- 

fiques à chaque classe des glycoconjugués. Il faut souligner néanmoins que ces hypo- 

thèses ont été formulées à partir d'expériences réalisées in vitro. 



CHAPITRE II 

LES GALACTOSYLTRANSFERASES 



CHAPITRE II : LES GALACTOSYLTRANSFERASES 

Les glycosyltransférases largement répandues dans le monde vivant, 

ont été décrites dans les plantes et les organismes supérieurs. Elles catalysent le 

transfert de monosaccharides à partir de leurs dérivés activés sur des molécules 

acceptrices. 

Les glycosyltransférases sont spécifiques du monosaccharide qu'elles 

reconnaissent et de la liaison qu'elles forment (Roseman -161-). 

Elles montrent, en outre, une très grande spécificité pour le résidu 

glycosylé situé en position terminale non réductrice de l'accepteur et pour la liai- 

son qu'elles forment. C'est pourquoi, au concept «un monosaccharide - une glyco- 

syltransférase~, on peut ajouter «une liaison - une glycosyltransférase)). 

Les glycosyltransférases, qui sont des enzymes membranaires de 

la cellule, ont été découvertes aussi dans le sérum et dans les liquides biologiques. 

Les élévations des activités de différentes glycosyltransférases dans le sérum ont été 

corrélées à la présence de tumeurs (Podolsky et Weiser -152-). 



Ces enzymes qui ajoutent des monosaccharides à des oligosaccharides 

attachés aux protéines sont elles-mêmes des glycoprotéines et une élévation de leur 

activité dans le sérum de patients cancéreux a été considérée comme l'évidence 

d'une synthèse de glycoprotéines altérées dans les cellules tumorales. 

De nombreux travaux ont été réalisés en comparant les structures 

des glycoprotéines des cellules normales et transformées, ainsi que la mesure des ac- 

tivités des glycosyltransférases. 

La tumorigicité s'accompagne d'une augmentation de la taille des 

glycoconjugués (Buck e t  al-24- ; Van Beek et  al,-20& et -203). L'augmentation de la 

taille des glycannes a également été retrouvée lors d'hépatite virale ou de cirrhose 

(Spik et al. -181-) ou lors du phénomène de grossesse, ce qui laisse penser que la 

modification des glycannes n'est pas spécifique du cancer. Takasaki et  al.(-191-) 

pensent que la clef de l'augmentation de la taille des glycoprotéines des cellules 

transformées réside dans la multiantennarisation des structures glycanniques. La 

transformation maligne serait donc accompagnée de l'apparition de glycosyltrans- 

férases n'existant pas ou ayant une activité faible dans les cellules normales. 

Toutes les modifications observées jusqu'à ce jour sont vraisembla- 

blement liées à un dérèglement de la biosynthèse des glycoprotéines. De nombreu- 

ses hypothèses sont avancées mais aucune preuve directe ne peut, à l'heure actuelle, 



répondre aux nombreuses énigmes posées par ce phénomène. C'est pourquoi il est 

nécessaire de poursuivre des études précises sur les enzymes intervenant entre autre 

dans la poly-antennarisation et notamment sur les galactosyltransférases responsables 

en partie de l'augmentation de taux de glycosylation. 

En dehors du phénomène de cancérisation, les galactosyltransférases 

interviennent dans de nombreux phénomènes reliés à l'activité biologique des cellules. 

Les travaux réalisés par Shur et son équipe tentent de corréler l'activité ectogalacto- 

syltransférasique à la fertilisation chez la Souris. On peut y associer les études condui- 

sant à la relation entre l'activité ectogalactosyltransférasique et les rôles d'adhésion ou 

de reconnaissance de la surface cellulaire (voir revue générales de Pierce et al.-14%). 

Dans ce chapitre, nous ferons le point de nos connaissances actuelles 

sur le mode d'action des galactosyltransférases et, après avoir détaillé les modes de pu- 

rification utilisés jusqu'à présent, nous discuterons l'hétérogénéité des résultats 

obtenus notamment sur la signification des différentes masses moléculaires trouvées 

pour les galactosyltransférases et leur spécificité d'action. 

Le Tableau VI (p. 43) présente les types de liaison du galactose qui 

ont été détectés sur les glycannes des oligosaccharides ou glycoconjugués et les 

galactosyltransférases mises en évidence ou purifiées à ce jour. 



TABLEAU V I  : Type de l i a i s o n  du galactose ,  rencontré chez l e s  o l igo  

saccharides e t  i e s  glycoconjugués, a i n s i  que l e s  t ransférases  

détectées.  

Mots c l és :  P, glycogrotéine 
L, glycoli- ide 
0 ,  oligosaccnaride 

Type de l i a i s o n  rencontrg 

G a i  (8 1-1) Cer 
Gal(81-4) Glc 

Gal(81-3) GlcNAc 
G a i  ( 6  1-4) GlcNAc 
G a i  ( 8 1-6 ) G ~ c N A c  
G a i  (al-3) P u c  (al-211 Ga1 

G a i  (al-3) G a i  
G a i  (al-4) Ga1 

G a i  (al-4) LacCer 
Ga1 (al-6) Gal 
Gai (61-3)Gal 
Ga1 (81-4) Gai 
Gdl(B1-6)Gal 
Ga1 (al-3) GalNAc 
 al (51-3) GalNAc 

Gai ( 6 1-6 ) GalNAc 

Trans f ërase  
détectée  

+ 
L 

+ 
i - 
i 

i- 

+ 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
i 

- 
I 

Mot c l é  

L 
L/o 

P/L/o 
P M 0  

P 
P/L/o 

?/L 
p/L 

L 
P 

P m 0  
L 

?/L/O 
? 

?/L 

P 

1 

Remarques 

Lactose synthaae 
p u r i f i é e  
PuriXiée 
Pur i f i ée  

Enzyme âu groupe 
sanguin B- Pur i f iée  
Pur i f  i ë e  
Enzyme du groupe 
sanguin P 
Pur i f  i ë e  

Enzyme âu GÀl- 
Pur i f i ée  

1 



1 - MODE D'ACTION DES GALACTOSYLTRANSFERASES 

Les glycosyltransférases sont des enzymes qui catalysent le transfert 

d'un monosaccharide à partir d'un donneur (glycosyl-nucléotide) vers un accepteur 

giycosylé. 

Trois composés de base sont impliqués dans les réactions catalysées 

par les gly cosyltransférases : 

XDP - Monosaccharide + accepteur -monosaccharide - accepteur +XDP 

enzyme 

A - LES GLYCOSYLNUCLEOTIDES 

Dans le cas des galactosyltransférases, le glycosylnucléotide donneur 

est I'UDP-Ga1 (Berliner et Robinson -14a-). 

La réaction globale des galactosyltransférases est donc : 

Enzyme 

UDP - Ga1 c accepteur glycosylé -Gai - accepteur glycosylé -c UDP 

Mn ++ 



B - LES EFFECTEURS 

1 - Les cations 

Il est démontré que l'ensemble des glycosyltransférases agissent en 

présence de cations divalents. 

Pour les galactosyltransférases (GalTf), les ions Mn2+ sont indispen- 

sables au mécanisme d'action. 

Pour la plupart des GalTf, les ions ca2 +, Mg2 +, CU'' , zn2+ou CO' + 

ne peuvent remplacer réellement les ions Mn + (Fraser e t  al .-57-). Ils sont éven- 

tuellement activateurs des GalTf ou inhibiteurs compétitifs du Mn2 + (O 'k fee  et al. 

-135- ; Taniguchi e t  al.-193- ; Powell et Brew -155-). 

Des mécanismes de cinétiques enzymatiques montrent que les ions 

Mn2 + sont les premiers éléments à se fixer sur l'enzyme, suivis de 1'UDP-Gal (Powell 

et Brew -1 54-). 

A de faibles concentrations en Mn2 , l'activité N-acétylglucosamine 

2 galactosyltransférase est activée par les ions Ca * (Powell et Brew -1 5.5). L'hypothèse 

de l'existence de deux sites de fixation des ions métalliques est alors proposée (Powell 

et Brew -155- ; O'Kwfee -135-). 

A de fortes concentrations en Mn2 +, ces ions sont parfois inhibi- 

teurs des N-acétylglucosamine galactosyltransférases. La discussion, à ce niveau, peut 

être soulevée puisque les auteurs ne sont pas toujours du même avis. 



Pour Morisson et Ebner (-123-), la lactose synthétase du lait de Vache 

est inhibée par plus de 10 mM en Mn2+, alors que Khatra et al.(-90-) trouvent pour 

la même N-acétylglucosamine galactosyltransférase une inhibition à partir de 50 mM 

en Mn2' 

En réalité, il s'agit plutôt du rapport ~ n ~ '  IUDPGal. Tspanakis 

et Herris (-198-) suggèrent, pour expliquer les résultats différents des auteurs, la forma- 

tion d'un complexe Mn2 - UDPGal. Les N-acétylglucosamine galactosyltransférases 

seraient plutôt sensibles au rapport Mn2 'libre et Mn2 +- UDP-Gal <<complexéx. 

L'effet inhibiteur des ions ~n~ + n'est pas toujours observé. Cela 

dépend de l'origine des N-acétylglucosamine galactosyltransférases et de la constante 

d'affinité déterminée pour chacune. Andree et Berliner (-2-) pensent néanmoins que 

deux molécules de sont nécessaires par molécules d'enzyme. 

Les N-acétylglucosamine galactosyltransférases ont un mode d'action 

assez large en fonction du pH. Agissant entre pH 5,5 et 8, l'optimum est souvent obtenu 

enire 6'5 et 7'5. Kaplan et Hechtman (-89-) parviennent cependant à séparer deux 

GalTf de foie de Rat transférant sur le ganghoside GM2 dont la seule différence entre 

les formes concerne le pH. L'une est active à pH 6'0 et l'autre à 7'0. 



Enfin, si le mode d'action des N-acétylglucosamine galactosyltrans- 

férases est très large en fonction du pH, il est important de remarquer que les traite- 

ments aux pH acides (inférieur à 5) peuvent dénaturer de faqon irréversible les GaFf 

(Grunwald et al.-70-). 

Cette connaissance peut s'appliquer aux purifications des N-acétyl- 

glucosamine galactosyltransférases du lait où il faut préférer une précipitation de la 

caséine par le (NH4)2S04 à la précipitation acide. 

3 - Autres paramètres 

a) Stabilité 

Les N-acétylglucosamine galactosyltranférases sont en général sensibles 

à la dialyse et à la congélation. L'addition de sérum albumine bovine (BSA) (1 à 10 

mg/ ml) ou de glycérol (20 à 50 %) est alors souhaitable pour assurer la conservation 

de l'enzyme. 

Pour la 6 1'4 GlcNAc galactosyltransférase, l'addition de GlcNAc (5 

mM) peut stabiliser l'enzyme (Fujita-Yamaguchi et Yoshida -59- ; Geren et al.-63-). 



b)  Influence d u  Triton X-100 

De nombreux auteurs utilisent le Triton X-100, surtout pour la 

solubilisation des N-acétylglucosarnine galactosyltransférases membranaires et aussi 

pour la stabilisation de l'activité enzymatique. Son omission dans les tampons peut, de 

plus, inactiver l'enzyme (Fraser et Mookerjea -57- ; Blanken et  al.-1s) ou diminuer 

l'interaction avec des supports de chromatographie d'affinité (Fraser et Mookerjea 

-57-), ce qui signifie que le site actif des N-acétylglucosamine galactosyltransférases 

solubles ou membranaires nécessite un environnement particulier qui stabilise l'acti- 

vité enzymatique (Fraser et Mooke rjea - 58- ; Chattergee et  al.-30-) et laisse supposer la pré- 

sence de séquences hydrophobes sur l'enzyme. Selon Fleisher et Srnigel(-53-), il sem- 

ble que le traitement du Triton X-100 dissocie l'enzyme de l'ensemble des phospho- 

lipides présents dans les membranes ce qui indiquerait que le Triton X-100 se fixe 

au site de la protéine normalement lié aux lipides membranaires. 

C )  Influence des lipides 

L'activité de certaines N-acétylglucosamine galactosyltransférases 

(celle du lait par exemple) est affectée par certains lipides. La phosphatidylcholine, la 

phosphatidyléthanolamine et le phosphatidylglycérol stimulent l'activité de l'enzyme 

purifiée du lait de Vache, alors que l'acide phosphatidique et la phosphatidylsérine 

l'inhibent (Mitranic et Moscarella -114-). L'effet sur l'enzyme est propablement relié 

à la nature du groupe polaire car l'inhibition par l'acide phosphatidique peut être 



transformée en une stimulation par méthylation de l'acide phosphatidique (Mos- 

carello et al.-124-). L'état physique des lipides enfin, affecte l'activité de façon mar- 

quée. Quand l'enzyme est combinée à la dimyristylphosphatidylcholine, l'activité est 

considérablement stimulée si le lipide est à l'état liquide-cristallin (c'est à-dire au 

dessus de la transition de phase trouvée généralement dans les membranes biologi- 

ques). Dans les travaux plus récents, Mitranic et al. (-1 15-) précisent que la spéci- 

ficité de fixation des lipides à la galactosyltransférase de lait de Vache n'est pas due à 

la charge du lipide, mais à des propriétés chimiques et structurales des groupes ter- 

minaux des lipides. 

C - LE GLUCIDE ACCEPTEUR 

Les galactosyltransférases %&sent sur les glycoprotéines, glycoli- 

pides et oligosaccharides possédant soit un résidu de N-acétyl-galactosamine de 

D-galactose ou de N-acétyl-glucosamine, tous en position terminale (voir Tableau VI 

p. 43). 

Dans le cas de la N-acétylglucosamine ( 8  1'4) galactosyltransférase, la synthèse du 

lactose est possible. Il s'agit de la lactose synthétase dont l'action est combinée avec 

l'a -lactalbumine : 

~n~ + 

UDP - Gal + Glc - lactose + UDP 

a - lactalbumine 

GalTf 

En ce qui concerne les oligosaccharides ou les glycoprotéines, la spécificité d'action de 

galactosyltransferase n'est pas évidente. 



Dans le cas du sérum humain (Davey et al.-36-), l'hétérogénéité des 

structures décrites n'est pas toujours reliée aux différentes affinités des accepteurs 

pour la galactosyltransférase. Les constantes d'affinité, quel que soit l'accepteur, 

avec un résidu GlcNAc en position terminale, sont sensiblement équivalentes. D'une 

manière générale, les constantes d'affinité pour les glycoprotéines sont souvent plus 

faibles que pour les oligosaccharides libres (Davey et al.-36- ; Blanken et al. -17 b- ; 

Rao et Mendicino -158-). 

1 - Spécificité de branchement 

De nombreux exemples montrent que les galactosyltransférases 

possèdent des spécificités particulières vis-à-vis de l'antenne des structures glycan- 

niques des glycoprotéines biantennés. Cette spécificité de branchement peut être une 

explication à la microhétérogénéité des structures glycanniques des glycoprotéines. 

a) Galactosylation sur la branche Man a-1,6 -Man 

Des preuves non enzymatiques de l'attachement préférentiel du D- 

Galactose sur la branche Man 11-1'6 Man ont été apportées par Paulson et al.(-143-) et 

Tai et al. (-190-). Cette suggestion est fondée sur la structure des immunoglobulines G 

de myélomaes Bovins (Tai et al.-190) humains (Paulson et Rearik -142-) et de Porc 

(Rao et Mendicono -1 55-) décrites ci-dessous : 

NeuAc (a2-6)Gal( 61-4)GlcNAc(61-2) Man (a 1-6) 

GlcNAc(6 1-2) Man (al-3) 
/' 



b) Galactosylation sur la branche Man a 1,3-Man 

Cependant, depuis peu de temps, des équipes ont abouti à des résul- 

tats opposés. En effet, la N-acétylglucosamine (B 1-4)galactosyltransférase de colos- 

trum ou de thymus de Veau (Blanken et al.-17 b-), de lait de Vache (Narasimham et al. 

-127-) ou du Golgi de foie de Rat (Pâquet et al.-141-) préfère la branche Mana 1'3- 

Man des oligosaccharides ou glycoprotéines biantennés. Même si les N-acétylglucosa- 

mine galactosyltransférases agissent sur les deux antennes, le branchement du premier 

galactose est réalisé 5 fois plus vite sur la branche Manal,3-Man (Pâquet et al.-141-). 

Montreuil (-120-) a d'ailleurs démontré que la branche Manal,3-Man était fixe dans 

l'espace alors que la branche Man al,6-Man a une liberté de rotation autour de sa 

liaison glycosidique. Il est donc possible que cette dernière soit moins facile à galac- 

tosyler que la branche Manal,3-Man. 

Un schéma de galactosylation des glycoprotéines est proposé dans 

la figure 11 (p. 52). 

C) Influence de l'environnement glucidique 

Blanken et al.(-18-) trouvent que la galactose (al-3) galactosyltrans- 

férase purifiée de thymus de Veau branche du galactose préférentiellement sur l'an- 

tenne Man a -l,6-Man des biantennés. Ces différences de spécificité de branchement 

trouvées chez les N-acé~lglucosamine transférases signifieraient que ce n'est pas la 

nature des accepteurs qui contrôlerait la galactosylation mais une haute spécificité de 

reconnaissance pour la structure tridimensionnelle des accepteurs. 



: GlcNAc R :GIcNAc/Il- 4GIcNAc-protein 

O : Man 

FIGURE 11: Voie préférentielle de synthèse des parties glycanniques liées 

N-glycosidiquement, biantennées et bisialylées. 
Les étapes sont: a) addition de GlcNAc par la N-acétylglucosaminyl-transférase1 

b) élimination de deux Man par la mannosidase II 
C) addition de GlcNAc par la N-acBtylglucosaminyltra.nsférase 11 
d et e) addition préférentielle de deux Ga1 par la pl-4galacto- 
syltrans férase 
f et g )  addition préférentielle de deux acides sialiques par 
la CU-6 sialyltransférase. 

(FLg. C i r S e  de l a  t h è s e  de W .  BLANKEN-19-1 



Il est également démontré que la présence du premier galactose 

branché sur la première branche des glycoprotéines biantennés diminue considérable- 

ment la galactosylation sur la seconde antenne (Narasinharn e t  al,-127- ; Rao et Men- 

dicino -158-). Pour N-acétylglucosamine $14 galactosyltransférase des mésentères de 

Porc, lebconstantes d'affinité pour les glycopeptides d'QG et pour 1'UDP-Ga1 augmen- 

tent parallèlement avec le taux de galactosylation de la première branche des glyco- 

protéines biantennées. 

La présence d'acide sialique bloque la galactosylation, il contrôle ain- 

si le degré de synthèse de la chaihe glycannique (Blanken e t  al. -17 b- ; Rao et 

Mendicino -1 58- ; Taniguchi et al .-193-). Cependant, la galactosylation du ganglioside 

GM2 est réalisée au même taux en présence ou non d'acide sialique (Kaplan et 

Hechtman -88 II-). 

Enfin, la présence d'un résidu de GlcNAc intercalaire diminue 

jusqu'à 80 % le taux de galactosylation des branches des glycoprotéines biantennés. 

Cela provient de l'encombrement stérique de cette N-acétylglucosamine interca- 

laire qui gêne la galactosylation (Brisson et Carver -22-). 

Berman et James (-14 b-) prouvent que la N-acétylglucosamine in- 

tercalaire peut être galactosylée alors que Blanken et al.(-17 b-) et Narasimhan e t  al. 

(-127-) n'ont jamais trouvé de galactose branché sur la N-acétylglucosamine inter- 

calaire des glycoprotéines biantennés. 

D - CARACTERISTIQUES DES GALACTOSYLTRANSFERASES 

1 - Localisation 

Les galactosyltranférases et notamment l'activité N-acétylglucosa- 



mine ( B 1 4 )  galactosyltransférase apparaissent dans de nombreuses cellules. Elles 

sont très souvent localisées à l'intérieur des cellules au niveau de la membrane de 

l'appareil de Go@ et du réticulum endoplasmique (Andersson et Ericksson -1- ; 

Pestalozz et  al, -146-). Le rôle à ce niveau est l'élongation de la chaine glycannique 

des glycoconjugués (Berger et Hesford -13- ; Gist Farquhar et Palade -65). 

Les mesures de l'activité galactosyltransférasique sont couram- 

ment utilisées comme marqueur spécifique pour les études de fractionnement des 

membranes de l'appareil de Golgi (Bretz et al.-20-). De plus, pour certaines cellules 

hautement spécialisées, la N-acétylglucosarnine galactosyltransférase se retrouve aussi 

à la surface des cellules (Pierce et al.-148-). 

Dans les cellules embryonnaires de Carcinome (Shur -173-174-), 

l'ectogalactosyltransférase participe aux interactions cellulaires en tant que récep- 

teur d'un plycaconjugué. Shur (-174-) démontre en outre que cette galactosyltransfé- 

rase est une enzyme dépendante du ca2+ permettant l'adhésion des cellules. 

Dans le sperme de Souris, l'ectogalactosyltransférase est un ré- 

cepteur du gamète pendant la fertilisation (Lopez et al.-106-), elle permet la fixation 

à la zone pellucide de l'ovaire (Shur et Hall -172-). 

Enfin, les N-acétylglucosamine galactosyltransférases %trouvent dans 

de nombreux liquides biologiques (lait, liquide amniotique, liquide cérébrospinal, sa- 

live, urine, colostrum, sénim) (Schachter et Roden -165-). 

2 - Comparaison des formes solubles et membranaires 

De nombreux auteurs ont comparé la N-acétylglucosamine (B 1-4) 

galactosyltransférase intégrée dans les membranes et en solution dans des liquides 

biologiques. 



Peu de différences existent entre les deux formes. Du point de vue 

enzymatique, chez le Rat, les N-acétylglucosamine galactosyltransférases des membra- 

nes de l'appareil de Golgi de foie comparée à celle du sérum montrent de très grandes 

similitudes et, seules les constantes affinités pour les substrats sont très légèrement 

différentes (Pâquet et Moscarello -140-). 

D'un point de nie immunologique, Berger et  al. (-12-) concluent 

à une très grande similitude structurale des N-acétylglucosamine galactosyltransférases 

obtenues de différents liquides biologiques, comparées à celle des cellules HeLa. 

Les N-acétylglucosamine transférases des membranes de glandes 

mammaires diffèrent des N-acétylglucosamine transférases du lait par des proprié- 

tés hydrodynamiques (Gmeiner -67-, Fraser et  al. -57-). Cependant, Gmeiner (-67'-) 

prouve que la N-acétylglucosamine transférase, intégrée dans les membranes des cellu- 

les de carcinome mammaire humain est de la forme amphiphile et que, par dégrada- 

tion protéolytique, elle passe à une forme hydrophile comparable à celle du lait. 

Enfin, les études de Appert et al.(3 bis) indiquent que le mRNA de 

la galactosyltransférase préparée du foie humain code pour les deux formes de l'en- 

zyme (soluble et intégrée aux membranes). L'auteur pense que la forme enzymati- 

que soluble dérive de l'action protéolytique de la forme enzymatique intégrée aux 

membranes. 

3 - Compositions gluc+que et amino-acide des galactosyltransférases 

La N-acétylglucosamine (6 1 4 )  galactosyltransférase du lait de ' /ache 

est une glycoprotéine (Ebner -45-) qui contient 12 % de glucides (Trayer et Hill -197-) 

se répartissant comme suit : 



Man Gal GlcNAc GalNAc FUC NeuAc 

Par molé- 6 8  8 3  6 7 1,7 5 
cule enzy- 
matique 

Rapport 3 4 3 3 1 2 
molaire 

La N-acétylglucosamine transférase serait composée d'au moins trois glycannes liées 

N- et 0- glycosidiquement. L'acide sialique n'existe pas toujours dans les différentes 

fractions (Lehman et al .-100-). 

Cette connaissance peut servir pour la purification des N-acétylgluco- 

samine transférases qui ont la propriété de se fixer sur un support de Concanavaline- 

Sépharose (Wong et al .-Zog-, Chatterjee et al .-30-). 

Différentes activitésdc~acétylglucosamine galactosyltransférases peu- 

vent aussi être séparées par chromatographie sur DEAE-sépharose grâce à leur diffé- 

rent degré de sialylation (Furukawa et Roth -60-). 

Enfin, la composition amino-acide a été déterminée sur certainssgalac- 

tosyltransférases (Trayer and Hill -197-, Appert e t  al. -3 itr-, Navaratnam et  al.-130-). 

Il apparait une très grande similitude des galactosyltransférases d'origines différen- 

tes (cf. Tableau VI bis p. 57) avec une dominance des acides aminés Asp, Glu, Pro, 

Gly et le Leu. 



TdlBLEAU VI bis: Composition amino-acide de l a  ga lac tosy l t r ans fé rase .  

Sont indiqués,  l e  nombre de chaque ac ide  aminé pour 100 r é s i d u s  des 

d i f f é r e n t e s  ga lac tosy l t r ans fé rases  trouvées dans l e  l a i t  Humain 

(APPERT e t  al.-3bis-1, l e  l a i t  de Vache( TRAYER e t  al.-197-) e t  l e s  

glandes mammaires de Rat(NAVARATNAM e t  al.-130-). 

ACIDE AMINE 

ASP 
Thr 
Ser 
Glu 
Pr O 
G ~ Y  
Ala 
Val 
I l e  
Leu 
Tyr 
Phe 
H i s  
LYS 
Arg 

Résidus dans la galactosyltransférase 

glande mm- 
maire de 
Rat-46 kDa- 

% 

14,l 
4,4 
7,9 
993 
8,5 
10,l 
5,5 
5,4 
5,3 
7,9 
2,3 
4,3 
2,4 
691 
6,7 

glande mm- 
maire de 
Rat-43 kDa 

12,7 
4,o 
7,5 
9,6 
7,8 
10,8 
5,7 
5,6 
5,7 
8,8 
2,1 
5,1 
2,3 
6,1 
6,3 

l a i t  Hu- 
main 

13,5 
3,8 
7,l 
8,2 
9,8 
9,6 
5,6 
7,2 
4,4 
8,2 
492 
3,9 
2,7 
2,2 
7,5 

l a i t  de 
Vache 

12,4 
5,2 
890 
9,4 
7,3 
8,1 
5,o 
5,8 
4,4 
8,9 
5,1 
5,3 
3,6 
5,8 
5,6 



4 - Site Actif-Interaction avec lh -lactalbumine 

a) Contrôle de l'activité enzymatique 

L'enzyme du lait est une galactosyltransférase identifiée à la pro- 

téine A de la lactose synthétase (Brew et al.-21-), la protéine B étant lh -lactalbumine 

qui ne possède aucune activité enzymatique. La lactose synthétase présente une fai- 

ble affinité pour k glucose mais peut néanmoins synthétiser du lactose en utilisant 

des concentrations élevées de glucose. 

En présence d'a-lactalbumine, l'affinité de la protéine A pour le 

glucose est 1000 fois supérieure (Ebner 4 6 ) .  En l'absence dh -lactalbumine, la N- 

acétylglucosamine galactosyltransférase transfère du galactose sur la N-acétylglu- 

cosamine pour former de la N-acétyuactosamine, ou plus généralement sur des 

glycoconjugués avec un résidu de GlcNAc en position terminale non réductrice. Les 

N-acétylglucosamine (8 1 4 )  galactosyltransférase d'autres origines (liquides biologi- 

ques, tissus) peuvent former du lactose en présence d'un apport exogène en a-lactal- 

bumine. 

Dans le cas du lait, la présence ou l'absence d'a-lactalbumine contrôle le taux de 

synthèse du lactose (Khatra et al.-90-). 

b) Le site de fixation 

Takase et Ebner (-192-) suggèrent qu'un résidu tryptophane est 

impliqué dans l'interaction protéine A - protéine B et que deux résidus de lysine sont 

localisés sur, ou près du site d'interaction (Richardson et al.-160- ; Sinha et al.-175- ; 

Sliewale et al.-171-). 



O'Keefeee t al .(-136-) démontrent que le site de fixation de l'a-lactal- 

bumine sur l'enzyme est différent du site accepteur du substrat. Lh -lactalbumine 

n'interagit pas avec le domaine de fixation de 1'UDP-Gd (Lee et al .-99-). Enfin, la 

partie glycannique de la N-acétylglucosamine galactosyltransférase n'est pas impliq"ée dans 

les interactions avec l'a-lactalbumine (Wong et al. -209-). 

En revanche, l'a-lactalbumine interagit au niveau, ou près, du site accepteur du 

galactose. 

O'Keefee (-136-) a proposé une représentation du site actif de  la transférase 

(Fig.12; p.60). La N-acétylglucosamine galactosyltransférase contient deux sites 

de liaison pour les ions métalliques : le site 1 pour les ions iMn2+ , le site II pour 

certains métaux tels que la ca2+  ou co2 ,  l'affinité pour ces derniers étant cepen- 

dant très faible. Le site II est associé au site de fixation de 1'UL)P-Gal, un résidu 

sulfhydryl proche du site de 1'UDP-Ga1 se lie au site 1. 

Le site de fixation de l'accepteur à glycosyler est très proche de la zone d'iriter- 

action pour l'a-lactalbumine. Cette localisation a une grande influence sur le com- 

portement de  la N-acétylglucosamine galactosyltransférase vis-à-vis des accepteurs 

(Lambright et al. -96-) 

C) Relation elactalbumine/accepteur 

A de faibles concentrations en N-acétylglucosamine, l'a-lactalbumine 

active la N-acétylglucosamine galactosyltransférase, mais à de hautes concentratioiis 

elle devient inhibitrice du transfert (Johnson et al. -85-). Les cinétiques de cette 

inhibition de type mixte indiquent qu'un complexe quaternaire entre la N-acétylglu- 

cosamine galactosyltransférase, l'a -lactalbumine, hIn2+ -UDPGal et la N-acétylgluco- 

samine existe pendant le processus de catalyse. Le résultat suggcre y tic lh -1aclüll)ii- 

mine ne couvre pas le domaine accepteur du galactose (Johnson et al.-85- ; O'ICeefee 

-136) .  



12: Représentation schématique du s i t e  a c t i f  de l a  galactosyl- 

transférase de bovin, e t  son interact ion avec l'r-Lactalburnine . 
(O'KEEFEE- 136 -) . 



L'effet inhibiteur de l'a -lactalbumine pour la formation de la N-acétyllactosamine 

est probablement une conséquence des changements conformationnels de la N-acé- 

tylglucosamine transférase (Lambright et al.-96-). 

La fixation de 10 -lactalbumine peut être bloquée quand l'accepteur à 

glycosyler est un glucide comprenant plus d'atomes de carbonî(0'Keefee -136-), 

alors que Lambright (-96-) trouve que la liaison avec l'a-lactalbumine et les composés 

à N-acétylglucosamine est mutuellement exclusive. 

Il en résulte que dans les glandes mammaires en lactation où l'a-lac- 

talbumine est synthétisée en quantités importantes qui peuvent atteindre, chez 

certains mammifères, 5,5 mglml, la liaison des glycoprotéines à la galactosyltrans- 

férase est inhibée de façon compétitive mais pas complètement impossible, alors que 

l'affinité pour le glucose est considérablement augmentée et  conduit à la production 

du lactose. 

II - PURIFICATION DES GALACTOSYLTRANSFERASES 

A - MODES DE PURIFICATION 

C'est à partir de 1970 que les premières purifications de galactosyl- 

transférases ont abouti. Elles incluent des étapes de chromatographie d'affinité. 

Des exemples de purification de galactosyltransférases sont présentés dans le Tableau 

VI1 p. 62à  66. 

L'affinité sur les supports chromatogaphiques sont en général possibles par l'addi- 

tion d'ions ~n~ +(avec UDP ou GlcNAc immobilisé) ou ~ n '  +et N-acétylglucosa- 

mine ou glucose (avec 1'~-lactalbumine immobilisé). 



1-- I I I j LAIT DE VACHE LAIT DE VACHE LAIT HUMAIN 
l 

LAIT HUMAIN LAIT DE VACHG 
1 

I ORIGINE t 
l 1 I 1 I t t T<PB DE LIAISON Gai ( pl-4) GlcNAc ou lac- I Ga1 ( fil-4) GlcNAc ou lactose[ Ga1 (0  1-4) GlcNAc ou  lactose^ Ga1 ( $1-4) GlcNAc ou Iac- .al 1-4)~lc~~c ou lactose 1 

, 1 tose synthétase 1 synthétase 1 synthétase 1 tose synthétase 1 synthétase 
1 I I I I 

I 
( MODE DE PURIFICA- 
( TION 

I I 1 I 1 
1 1-Précipitation acide 1-Précipitation au ( N H ~ ) ~ S O ~ ~  1-DEAE - Séphadex ( 1-Gelfiltraticn sur Séphadex 1 1-Précipitation au (NH4)2S04 
1 1 G-150 1 

2-Gelfiltration sur sépharo-j 2-Chromatographie sur Cellu- 1 2-C.A. sur UDP-Sépharose ( 2-C.A. sur alactalbumine- i 2-Chromatographie sur   or leu-( 
se 60 ( lose Phosphate 1 ( Sépharose 48 1 cine-Sépharose (éluée par 1 

I . 1 un gradient (NH ) SO ) 

I 4 2  4 

3-précipitatj.cn au (NH ) so j 3-C.A. sur alactalbumine- j 3-C.A. sur G~CNAC-~épharose i 3-C.A. sur alactalbumine- j 3-C.A. sur UDP-sepharose i 4 2  4 1 Sépharose 1 1 Sépharose 40 1 1 
1 4a-C . A. sur GlcNAc-Sépharose 1 I 

4-Gelfiltration sur Bio-gel 1 4-C.A. sur alactalbumine-Sé- 1 Ou 
I I 

1 1 4-C.A. sur alactalbumine-Sb- 1 
P 100 1 pharose I4b-C.A. sur alactalbumine-Sé- 1 1 pharose 

1 pharose 
I 

I 
5-Chromatographie d' aff ini- 1 

I I I 
té (C.A. ) sur alactalbu- 1 

I I 1 
I 

I 
mine-Sépharose 1 1 I I 1 

l 

I - 1 
1 SPECIFICITE OU 1 
1 REMARQUES 
I 

I 1 l 
1 Stabilisée par le sérum al- 1 Stabilisée par lOOmM de 1 
1 bumine bovine et le Triton 1 (NH ) SO ou 100 mM c amino-n- 1 
I x 100 I aci%e2caDroiaue I 

1- I I I I 
1 MASSE MOLECULAIRE 1 40-42 kDa en PAGE-SDS 1 44 kDa en PAGE-SDS 

l 
1 54 kDa + 49 kDa + 43kDa en 1 50 kDa + 96 kDa en PAGE-SDS ( 2 formes en PAGE-SDS 

I 

1 ESTIMEE 1 60 kDa par gelfiltration 1 40 kDa par gelfiltration ( PAGE-SDS 
1 l I l t 
I 1 DEGRE DE PURIFICA- 
1 TION (augmentation 
1 de l'activité spé- 
! cifique) 

I 
1 x 11750 

I 
1 x 5000 

I 
x 1150 ( 60 % de rendement 

1 
1 x 6000 

I 
AS =15,741vno1e d8UDP formé 1 AS = 14.1nmole Ga1 incorporé 1 AS = 11.6~ Unités 

I 
1 1 AS = 5,tip mole lactose formé 1 

min- mg- protéine 1 min-' mg-'protéine = 14,ln ( 1 ( /min/mg protéines 
1 Unités 

I 
I ! I 1 I 

I I l I I l 
1 REFERENCES 1 Andrews - 1970 - 3 - 1 Tmyer et Hill - 1971 -197- 1 Barker et al.- 1972 - 7 - 1 K.hatra et al- 1974 -90- 1 Geren et al.- 1976 -63- 1 
Abréviations : CA = Chromatographie d'affinité 

AS = Activité spécifique 
PAGE-SOS = Electrophorèse en gel de polyacrylamine en prés~nce delSDS 
1 unité enzymatique = 1 mole de galactose incorporé . min . mg de protéine 
As = asialo- 
Ag = agalacto- 
OSM = mucine sous maxillaire de Mouton 
AGP = a -acide glycopeptide (orosomucoide) 

1 

TABLEAU VI1 : Purification des galactosyltransférases 



-~ 

l I I I I I 
1 ORIGINE 1 COLOSTRUM DE VACHE 1 LAIT HUMAIN 1 GLANDES MAMMAIRES DE *3VmN 1 SERUM DE MAU FOETAL 1 SERUN HUMAIN 1 
1 1 1 LIQUIDE AXXIOTIQ'UE 1 1 1 1 
1 1 1 ASCITES MALIGNES 1 1 1 1 
l I 
I 1 I l I I 1 Ga1 (6 l-4)GlcNAc 

I 
1 TYPE DE LIAISON 1 Ga1 ( Bb-4)GlcNAc 1 Ga1 (8 1-4)GlcNAc 1 Ga1 ( 8 1-4 )GlcNAc 1 Ga1 (8 l-4)GlcNAc 1 
I I I I l I I 
I I 1 MODE DE PURIFICA- 1 l-précipitation acide i 1-Précipitatim au (NH ) SO 1 1-Solubilisation au Triton 1 l-Précipitation au (NH4)2S04[ 1-Précipitation au (NH4)2S04 1 
1 TION 1 1 pour le lait et acidt 1 X 100 1 1 1 
I I 1 pour les autres 1 1 1 1 
1 1 2-CA sur p-aminophényl- 1 2-CA sur GlcNAc-Sépharose 1 2-Gelfiltration Biogel Pl50 1 2-CA sur ovalbumine-Sépharo-1 2-CA sur alactalbumine-~épha-1 
1 1 GlcNAc- Eupergit C (puis 1 1 1 Se 1 rose 1 
1 1 dialyse) 1 1 1 1 1 
1 1 3-CA sur UDP-hexanololamine-1 3-CA sur alactalbumine-Sépha-1 3-CA sur UDP-Sépharose 1 3-CA sur UDP-Sépharose 1 3-CA sur a lactalbumine-Sépha-1 
1 1 Sépharose 1 rose 1 1 1 rose I 
1 1 1 1 4-CA sur a lactalbumine-~épha- 1 4-CA sur a lactalbumine-~éphat 1 
I l I 1 rose 1 rose 1 

1 5-CA sur a lactalbumine-Sépha-/ 5-CA sur a lactalbumine-Séphat 
I 

I l I l 
I I I 1 rose 1 rose 1 I 
I I I I 1 6-CA sur a lactalbumine-Séphat 1 
I I I I 1 rose I I 
I I 
l l I 
1 SPECIFICW OU I Galtf active sur GlcNAc et 1 hétérogénéité des charges 

I 1 Galtf active sur GlcNAc, 1 Galtf active sur GlcNAc et I ~ a l ~ f  active sur de nombreu- 1 
( REMARQUES 1 oligosaccharides à GlcNAc 1 des différentes Galtf 1 ovalbumine et Glc + a  lactal- 1 ovalbumine lses glycoprotéines avec une 1 
1 1 terminale 1 1 bumine. 1 ~ G ~ C N A C  en position terminale ( 

I I I 1 1 Activation par t4n2+et ca2+ 1 1 
I I 
I I I I l I 1 55 kDa en PAGE SDS pour tou- 1 69 kDa + 53 kDa en PAGE SDS ( 47,8 kDa en PAGE SDS 1 70-80 kDa en PAGE SDS 

I 
1 HASSE MOLECULAIRE 1 

1 65 kDa + 55 kDa en gelfiltra-l 
1 

1 ESTIKEE 1 1 tes les origines 1 85-90 kDa en gelfiltration 1 
I I l 1 tion I I I 

I I I 
1 1 1 1 1 X 19 600 1 1 X 28 O00 

I 
1 DEGRE DE PURIFICA- 1 X 7800 1 1 X 7400 

1 AS = 8,5 Munités 1 AS = 0,535 runités 
I 

1 TION (augmentation 1 AS = 8 punités I 1 AS = 16,6 n Unités 
( de l'activité epé- 1 1 1 1 
1 cifique) 1 1 1 1 1 

I 
l 
l 

I 
1 REFERENCES 1 Blanken et a1.- 1982 -17.- Gerber et al.- 1979 -62- 1 Smith et Brew - 1977 -178- 1 Turco et Heath - 1975 -200-1 Belia et a1.- 1977 -10- 1 
I 
Abréviations : CA = Chromatographie d'affinité 

AS = Activité spécifique 
PAGE-SDS = Electrophorèse en gel de polyacrylamine en préseince de SDS 
1 unité enzymatique = 1 mole de galactose incorporé . min . -1 mg de protéine 
As = asialo- 
Ag = agalacto- 
OSM = mucine sous maxillaire de Mouton 
AGP = a -acide glycopeptide (orosoniucoide) 1 

TABLEAU VII(suite) 



I I 
ORIGINE SERI HUMAIN 

I l 
(SERI DE RAT. 1 FOIE DE RAT ISERUM DE RAT 1 GOLGI DES 1 BNSIONS UALIGNES 1 EFFUSIONS MALIGNES 1 

I 1 1 1 1 1 CELLULES DE 1 HUYAINES 1 HUYAINES 
1 1 I 1 1 FOIE DE RAT 1 1 

I I 
1 TYPE DE LIAISON Ga1 ( 61-4)GlcNAc 1 Ga1 (61-4)GlcNAc 1 Gal(6 1-4)GlcNAc 

I 
1 Ga1 (6 1-4)NAc 

I 
1 Gal(6 1-4)GlcNAc 

1 1 1 1 1 2 activités Galtf 1 

I I l I I I I 
1 MODE DE PURIFICA- 1 1-Gelfiltration sur Sépha- (1-CA sur alac- Il-Solubilisa- Il-CA sur alac- Il-Solubilisa- Il-Précipitation au (NH ) SO Il-précipitation au (NH4j2S04 ( 
1 TION 1 rose 48 1 talbumine-Sé-1 tion au Tri-( talbumine-Sé-1 tion au Tri-1 1 1 4 2  4 

1 pharose 1 ton XlOO 1 pharose 1 ton XlOO 1 l I I I 
1 1 2-CA sur alactalbumine-Sé- 12-CA sur alac- 12- elf filtra- 12-CA sur LZ)P- 12-CA alactal- (2-Chromatographie hydrophobe 12-CA sur alactalbumine-Sépha- 1 
1 1 pharose 1 talbumine-Sé-1 tion sur Sé-( hexanolamine 1 bumine-Sé- 1 sur Norleucine-Sépharose 1 rose 

1 pharose 1 phadex G 2001 1 pharose 1 
I 

I I I I 1 3-CA sur alactalbumine-Sé- 1 I l I 13-CA sur UDP 13-Précipitation au (NH ) SO 13-CA sur GlcNAc-Sépharose 1 

I . 1 pharose I 1 / hexanolamine 1 14-Chromatographie avec leg 1 
I I 1 14-DEAE-cellulose 1 anticorps antisérum normal 1 

l I 1 I 1 ( humain immobilisés 
I I I I I I 

I 
15-CA sur alactalbumine-dé- 15-Chromatographie avec anti- 1 

1 1 1 1 1 1 1 pharose 1 IgG humain immobilisés 
1 1 1 1 1 6-CA sur GlcNAc-Sépharose ( 

I 
I I I 
I I I 
I l I l 
1 SPECIFICITE OU 1 1 Activation de la Galtf par 1 ' Très instables après les 1 2 activités séparées : 1 Protection de l'activité par 1 
1 REMARQUES 1 1 Triton X100, même pour celle) deux chromatographies d'af-1 GalTfI et GalTfII ) le TritmX100 

( du sérum 1 finité 
I 

I I 1 Mêmes carac éristiques pour 1 Elimination des Immunoglobu- 1 
I I E+ 1 Très grandessimilitudes vis+ les ions Mn , UDP-Ga1 et 1 lines contaminantes 
1 1 1 1 à-vis des paramètres enzy- 1 ovalbumine 1 

I 

1 1 1 1 matiques 1 km Fétuine ~amTf11 = 10 xkm 1 
I 

I I I I 1 fétuine GalTfI I 
I 

l 
I 

l I l I I I 
( MASSE MOLECULAIRE ( 49 kDa en PAGE-SDS ( Masse moléculaire de la ~altf( 1 GalTfI : 54 kDa 
1 ESTIMEE 1 80 kDa en gelfiltration 1 du foie supérieure à celle 1 I GalTfII : 76 kDa 

I I 
1 de Galtf du sérum 1 I 

1 1 déterminée par gelfiltrationl 
I 

l 
I 1 I 

I 
l 
I I I 
1 DEGRE DE PURIFICA- 1 X 28 600 

I 
1 X 6500 1 x 6  1 X 140 000 1: X 7 900 1 GalTfI : X 4 300 1 X 48 O00 

1 TION (augmentation 1 AS = 10,9 ~Unités 1 AS = 66 puni- 1 AS = 0,0511 ) AS = 2,511 uni-1 AS = 2,211 uni+~al~fl~ : x 5 400 /AS = 480p Unités 
I 

1 de l'activité spé- 1 ( tés 1 Unité 1 té 1 tés 1 I 
1 cifique) I I I I I I I I 
I 

I 

I I I I 
1 REFERENCES 1 Fujita-Yamaguchi et Yoshida 1 Fraser et Mookerjea - 1976 - 1 Pâquet et Moscarello - 1984 -1 Podolky et Weiser - 1979 - !Wilson et al.- 1982 -207- ( 
1 ( - 1981 -59- 1-57- 1 -140- ( -153- 1 

I 
I 

I I 
Abréviations : CA = Chromatographie d'affinité 

AS = Activité spécifique 
PAGE-SDS = Electrophorèse en gel de polyacrylamine en présepce de SDS 
1 unité enzymatique = 1 mole de galactose incorporé . min -1 . mg de protéine 
As =; asialo- 
Ag = agalacto- 
OSM = mucine sous maxillaire de Mouton 
AGP = al-acide glycopeptide (orosomucoide) 

TABLEAU VI1 (suite) 





1 ORIGINE 
I 1 TRACHEE DE PORC 1 FOIE DE RAT THYWUS DE VEAU 

I 
1 TYPE DE LIAISON 
I AVEC le Cal 

I 
I 1 MODE DE PURIFICA- 
1 TION 
1 

i SPECIFICITES ET 
( REMARQUES 
I 
I 
I 
I 
I 1 MASSE MOLECULAIRE 
1 ESTIMEE 
I 

I I 
(81-4 )G~CNAC (différente 1 (81-~)GM 1 (81-4 )G~CNAC 
de la lactose s~nthase) 2 activftés séparées 
lactose synthase 
(81-3 )GlcNAc 1 1 

I I 
1-Solubilisation au 1 1-Solubilisation au 1 1-Solubiliaation au 
Triton X 100 Triton X 100 1 Triton X 100 
2-CA sur olactalbumine- 1 2-Gelfiltration sur 1 2- CA sur UDP-Sépharose 
Sépharose 1 Sépharose CL-60 1 
3-CA sur AsOSM-DEAE- 1 3-DEAE-Sépharose UDP 1 3-CA sur olactalbumine- 
Séphacel 1 ) Sépharose 
4-CA sur UDP-hexanola- 1 1 4-CA sur Sepharose 68 
mine-Sépharose 1 
5-Gelfiltration sur Sb- 1 

I 

phacryl S 200 
I 

( 8 1 4  ElcNic Calti diifé-1 Activith a la fois sur Activitl ( 01-3 Ga1 sur 
rente de la lactose syn-1 le CM et As-GM lactosamine et glycopro- 
tase, inhibée par 200mM 1 ~ctivfté 1 B p~'7,0 téines ou oligosacchari- 
de GlcNAc, ne transfere 1 Activite II B pH 6.0 
pas sur Glc + dactal- 
bumine I Peu de transfert sur lac 

1 tose. Pas de transfert 
sur le fucosyllactose 

I I 
1 38 kDa toutes les deux 1 81-4 : 51 kDa + 41 kDa 

1 en PACE-SDS 

~h~R;~2;i:nri2ta- 1 83 filtration kDa + 59 
en gel- 

1 sucrose 01-3 : 39 kDa en PACE- 
1 1 SDS 

1 
l 

1 150 kDa + 43 kDa en gel 
1 filtration 

I I 
~DEGRE DE PURIFICA- 1 Lactose synthase. seu- 
 TIO ON (Augmentation 1 le retenue par CA sur 
Ide l'activité spéci-1 olactalbumine 

I fique' 1 70 % de (01-4 h l c ~ ~ c  
1 séparée de la 

1 1 (81-3)GlcNAc après la- 1 58me étape 
I 

x 120 et 140 
(activité 1 et II) 
AS1 = 78p Unités 
AS11 = 93p Unités 

81-4 x 101 O00 
AS = 15.3~ Unités 
01-3 : x 44 O00 
AS = 4,3p Unités 

TUMEURS D'ASCITES 
D' EHRLICH 

1-Solubilisation au 
Triton X 100 
2-CA sur olactalbumine 
Sépharose 
3-CA sur UDP-Sépharoae 

4-CA sur UDP-Sépharoee 

5-CA sur BGlcNAc-Syn- 
sorb 

Marnes activitCa que 
trouvées par Blanken 
- 4 9  - 

80 M a  en PAGE-SDS 

SERUW W I N  DE 1 FOIS DE RAT 
SUJETS DU CROUPE B 1 i 

1 
I 

(01-3 )Fucosyllactose 1 1°14 
1 

1-Chromatographie sur 
CH Sephadex 
2-Précipitation au 
(NH SO mine-S6pharoae 
3-C%l~il?ration sur S6- 1 3-CA sur LacCer-S6pha- 
phadex 5-200 
4-DEAE-Sephadex 4-CA sur LacCer-SCpharose I 
5-Chromatographie sur 1 5-Gelfiltration aur S6- 
hydroxyapatite ) phadex G 150 1 
Activit6 sur le fucosyl- Activit6 sur Laccer i 
lactose i ainsi lactose 

l r0.8 acti ateurs n2+et 1 
un peu Cu'+ et Ni'+ 

I l I 
I I 

4 0  kDa en PAGE-SDS 165 kDa + 22 kDa en PACE- 1 
8 0 kDa en gelfiltration ~ S D S  1 

190 kDa par sédimentation 1 
I I 

I t 
x 430000 ( x 3300 
AS = 0 . 7 ~  Unités 1 AS - 4 , 6 ~  unitas 

l l i I I 
l 

I I 

/ IYFEMNCES 

1 Sheares et Carlson 
1 - 1984 -170- 
I 

Kaplan et Hechtman 
- 1983 -8811- 

I I I - I 
Blanken et al.- 1905 - 1 Elices et al.- 1986 - ) Nagai et al.- 1978- ( Taniguchi et al.- 1985 - 1  
-1 e- 1 -47- 1 -125- 1 -193- 

I ! 
Abréviations : CA = Chromatographie d'affinité 

AS = Activité spécifique 
PAGE-SOS = Electrophorède en gel de polyacrylamine en prése'fe de SDS 
1 unité enzymatique = 1 mole de galactose incorporé . min -1 . mg de protéine 
As = asialo- 
Ag = agalacto- 
OSM = mucine sous maxillaire de Mouton 
AGP = a -acide glycopeptide (orosomucoide) 

TABLEAU VII(suite) 



L'élution de l'enzyme est réalisée généralement en omettant les ions ~ n ~ '  du tarn- 

pon avec ou sans EDTA et en éliminant le glucose ou la N-acétylglucosamine. Dans 

de très nombreux cas, l'apport de chlorure de sodium 1M ou d'urée 0,6 M ou de 

KSCN 0,5 N est souvent indispensable à l'élution de l'enzyme. 

B - LES GALACTOSYLTRANFERASES DU LAIT 

1 - Hétérogénéité des masses moléculaires pour une transférase 

Les études sur la lactose synthétase purifiée du lait conduisent à une 

hétérogénéité moléculaire de cette galactosyltransférase. Magee e t  al.(-log-) trouvent 

deux formes moléculaires, de mase moléculaire 42,000-44 000 et 55,000-59,000 

daltons déterminé par électrophorèse et chromatographie de tamisage moléculaire 

sur Biol-Gel P-200. Les deux formes possèdent des propriétés catalytiques compara- 

bles vis-à-vis du Km apparent pour 1'UDP-Gal, GlcNAc et , -lactalbumine. 

Prieels et al. (-156-), cependant, trouvent une considérable hétérogé- 

néité en électrophorèse de gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl- 

sulfate (SDS-PAGE) avec trois formes majeures : 50, 43 et 38 kDa, respectivement 

attribuée à une dégradation protéolytique. 

Des différences appréciables sont observées entre les deux formes 

enzymatiques 50 kDa et 38 kDa, vis-à-vis de la synthèse du lactose et de la N-acétyl 

lactosamine. L'effet inhibiteur de l',-lactalbumine sur l'activité de synthèse de la 

N-acétyl-lactosamine par la transférase de 38 kDa,devient activateur pour la transfé- 

rase de 50 kDa. Il semble probable que la protéolyse partielle de la protéine A du lait 

humain affecte la synthèse du lactose et de la N-acétyllactosamine par une associa- 

tion - dissociation différente avec lh -lactalbumine. 



2 - Protéolyse de la transférase 

Les études de Magee et al. (-lot?-) concernant la protéolyse tsrpsique et 

chyrnotrypsique de la N-acétylglucosamine galactosyltransférase native de masse 

moléculaire 58 kDa, prouvent que les formes actives de masse moléculaire 42 - 38 et 25 0% 

apparaissent successivement pendant la protéolyse. Des fragments peptidiques de 

masse moléculaire inférieure à 20 kDa ne possèdent plus de chaines glucidiques et 

l'activité enzymatique est considérablement diminuée, voire nulle. 

On peut donc penser que, dans le lait, l'attaque protéolytique endogène dégrade la 

N-acétylglucosamine galactosyltransférase de hauts mase moléculaire en une glyco- 

protéine de 20 kDa légèrement active. 

3 - Variété des résultats 

Khatra et al. (-90-) rapportent la présence d'une N-acétylglucosamine 

galactosyltransférase de 98 ou 100 kDa dans le lait humain, déterminée par SDS- 

PAGE et par chromatographie de tamisage moléculaire respectivement. 

En utilisant des anticorps dirigés contre la galactosyltransférase du lait humain, 

Berger et al. (-12-) montrent que l'enzyme possède une masse moléculaire de 55 kD a 

déterminée en SDS-PAGE mais qu'une réaction croisée avec les anticorps est obser- 

vée avec des bandes présentes à 110 kDa et 20 kDa. 

Enfin, le colostrum de Porc renferme une galactosyltransférase de 98 kD a et 55 kDa, 

le lait et le colostrum humains une galactosyltransférase de 98 kDa plus 53 kDa, le 

lait de Vache une galactosyltransférase de 53 kDa plus 47 kDa plus 42 kDa et le 

colostrum de Mouton une galactosyltransférase de 53 kDa (Powell et Brew -154-). 

L'ensemble de ces données est résumé au Tableau VI11 p. 69. 
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4 - Origine multigène 

En 1986, Ulrich et  al. (-201-) ont utilisé des anticorps monoclonaux 

dirigés contre la lactose synthétase du lait de Vache. Ces anticorps reconnaissent 

deux épitopes différents sur un fragment de 6 kDa qui est issu de la conversion de 

l'enzyme d'une taille de 48 kDa en un fragment de 42 kDa. 

Enfin, Narimatsu et al. (-128-), en clônant la galactosyltransférase du 

lait de Vache, montrent qu'un peptide de 65 kDa peut être synthétisé par un 

système de traduction in vitro avec des mRNA multiples, de tailles différentes (4,5 - 

2,2 et 1,8 kilobases) et d'extrémités 5' différentes, suggérant la possibilité d'une 

synthèse directe de protéines de taille plus faible. 

La conversion protéolytique rencontrée in vivo dans le lait n'est donc peut-être 

pas la seule explication à l'existence des différentes formes enzymatiques qui ont 

été décrites. 

C - LES GALACTOSYLTRANSFERASES DANS LE SERUM 

Dans le sérum, la masse moléculaire de la galactosyltransférase n'est 

pas mieux définie. Elle possède une masse de 85 kDa déterminée en SDS-PAGE et 

par chromatographie de tamisage moléculaire dans le plasma humain (Bella et d. 

-IO-) alors que Fujita-Y amaguchi et Y oshida (-59-) trouvent une galactosyltrans- 

férase du sérum humain à 49 kDa uniquement en SDS-PAGE et 80 kDa en chroma- 

tographie de tamisage moléculaire sur Sépharose G-100. Cette différence est attri- 

buée à la forme dimérique de la galactosyltransférase native du sérum. L'existence 



de cette forme dimérique est aussi la conclusion des travaux de Nagai e t  al.(-125) 

pour la galactosyltransférase du sérum des sujets du groupe sanguin B (a 1-3-fucosyl- 

lactose) de 40 kDa en SDS-PAGE et 80 kDa par tamisage moléculaire. 

Une galactosyltransférase du sérum de patients cancéreux se différen- 

cie, cependant, par sa taille moléculaire, de celle généralement trouvée chez les sujets 

normaux. De masse moléculaire 76 kDa déterminée en PAGE (Podoloky et Weiser 

- 1 53-), cette galactosyltransférase (galactosyltransférase II) se distingue de la galacto- 

syltransférase 1 (54 kDa) par une plus faible affinité pour le dérivé de la fétuine 

(désialylée et dégalactosylée) et par sa composition en amino-acides. Wilson et  al. . 

(-207-) trouvent néanmoins que cette dernière différence est la conséquence de la 

contamination de la galactosyltransférase II par des immunoglobines associées à la 

galactosyltransférase (IgA et IgG). 
. . 

D - RELATIONS ENTRE LES GALACTOSYLTRANSFERASES 

SOLUBLES ET LES GALACTOSYLTRANSFERASES INTE- 

GREES 

Les informations concernant les galactosyltransférases liées aux 

membranes sont plus restreintes. 

L'origine de la galactosyltransférase du lait est la glande mammaire, celle du sérum est 

le foie (Kim et al .-9 1-) . 
En comparant les galactosyltransférases des glandes mammaires et du lait, ou celles du 

sérum avec le foie, il parait logique de penser que les galactosyltransférases liées aux 

membranes subissent une dégradation protéolytique avant de se retrouver dans le 

liquide biologique (Gmeiner -67-). 



Cette hypothèse semble se vérifier à la vue des résultats de purification compara- 

tive de différents auteurs. 

Fraser et Mooke j ea  (-67-), Pâquet et Moscarello (-140-) trouvent que 

les spécificités des N-acétylglucosamine galactosyltransférases purifiées du foie et du 

sérum de Rat sont comparables ; seule l'influence du Triton X-100 et une masse 

moléculaire plus grande différencient la N-acétylglucosamine galactosyltransférase du 

foie de celle du sérum. En PAGE, la galactosyltransférase du foie a une masse molé- 

culaire de 65-70 kDa (Fraser e t  al.  -58-) ou 47,8 kDa dans le sérum de veau foetal 

(Turco et Heath -ZOO-). La séquence des amino-acides des N-acétylglucosarnine galac- 

tosyltransférases de foie et du sérum montre des différences très mineures (Fraser e t  

al ,-57-). 

Dans la glande mammaire de Mouton, Smith e t  Brew (178) purifient 

une lactose synthétase comprenant deux formes distinctes par leur masse moléculai- 

re : 69 kDa et 53 kDa. La forme retrouvée dans le colostrum de Mouton est de 53 

kDa (Powell et Brew -154-). 

L'origine de la N-acétylglucosamine galactosyltransférase du liquide amniotique 

pourrait provenir, soit du tissu foetal, soit de trophoblastes syncytiels placentaires. 

L'origine de la N-acétylglucosamine galactosyltransférase II du sérum de patients 

cancéreux est incertaine. 

E - LES AUTRES GALACTOSYLTRANSFERASES 

1 - Autres formes de transférases 

Même si la N-acétylglusocamine (8 1-4) galactosyltransférase est la 

plus étudiée , des N-acétylglucosamine galactosyltransférases réalisant la liaison Ga1 

( 81-3) GalNAc (Berger e t  al .-11- ; Gleeson et al .-66- ; Furukawa et Roth -61-) , 



Gal (01-3)GlcNAc (Sheares et Carlson -170-),Gd (0 1-3) Ganglioside GM2 (Kaplan et 

Hechtman -88 II-), Gal (al-4) Lac Cer (Taniguchi e t  al. -193-),Gd (al-3) Fucosyl- 

lactose (Nagai et  al.-125-),Gai (al-3)Gal (Blanken e t  al.-18- ;Elices et a1.47-) ont été 

partiellement ou totalement purifiées depuis peu. 

Pour purifier des galactosyltransférases plus rarement rencontrées jusqu'à présent, 

les chromatographies d'affinité avec l'accepteur spécifique de la galactosyltransférase 

comme ligand immobilisé sur le support, conduisent généralement à un bon isolement 

de l'enzyme (exemples fournis par Taniguchi et al.-193- ou Elices e t  al.-47-). 

Les chromatographies classiques sont toujours utilisées actuellement (Nagai e t  al. 

-142- ; Kaplan et Hechtman -88 II-). 

2 - Une seconde N-acétylglucosamme (0 1 4 )  galactosyltransférase 

Sheares et Carlson (-170-) parviennent cependant à séparer de la 

trachée de Porc trois N-acétylglucosamine galactosyltransférases de spécificités 

différentes : " Une nouvelle forme transférant du galactose sur la N-acétylgalactosa- 

mine par une liaison (B 1-3)' 

" la forme connue de la lactose synthétase 

" et une troisième forme Nacétylglucosamine (B 1-4) galactosyltrans- 

férase qui n'a pas d'affinité pour l'a -lactalbumine immobilisée. 

Cette dernière forme de galactosyltransférase a été mise en évidence 

dans la trachée de Porc, mais doit exister certainement dans d'autres tissus. 

En effet, dans les cellules de reins de Hamster (BHK), Gleeson et al, 

(-66-) séparent deux types de N-acétylglucosamine ( 01-4) galactosyltransférase. 20 % 

de cette activité n'est pas retenue sur un support de chromatographie d'affinité avec 

l'a-lactalbumine immobilisée. L'activité spécifique de cette fraction déterminée pour 



l'ovalbumine est plus importante que celle de la galactosyltransférase retenue sur 

le support de chromatographie. La fraction retenue est assimilée à la lactose synthé- 

tase. 

La présence de cette atnouvelle~ forme de N-acétylglucosamine (8 1-4) 

galactosyltransférase peut être la raison des mauvais rendements de purificatiori- 

obtenus très souvent après chromatographie d'affinité (Rao et Mendicino -157- ; 

Pâquet et Moscarello -140- ; Turco e t  Heath -200-). 

3 - La N-ac6tylgalactosamine (8 1-3) galactosyltransférase 

a) La purification 

Concernant la N-acétylgalactosamine (0 1-3) galactosyltransférase, la 

purification semble plus difficile. Cette galactosyltransférase est retenue sur un sup- 

port avec l'a-lactalbumine immobilisée (Gleeson et al. -66- ; Furukawa et Roth -61-). 

La N-acétylglucosamine galactosyltransférase isolée du sérum par Berger et al. (-1 l- 

-12-) n'est pas totalement retenue sur un support de N-acétylglucosamine-Agarose. 

Furukawa e t  Roth (-61-) déclarent cependant avoir isolé la N-acétyl- 

glucosamine (B 14)  galactosyltransférase de la N-acétylgalactosamine ( 1-3)galacto- 

syltransférase à partir de foie d'embryon de Poulet, après 6 à 8 étapes de chroma- 

tographies classiques et de chromatographies d'affinité. La séparation finale est 

réalisée par chromatographie d'affinité avec l'asialo-agalacto-al glycoprotéine acide 

(AsAgAGP) immobilisée sur laquelle la N-acétylglucosamine (0 1-4) gaiactosyltrans- 

férase est retenue spécifiquement et avec la mucine sous-maxillaire de Mouton désialy- 

lée immobilisée où la N-acétylgalactosamine (BI-3) galactosyltransférase 

est retenue spécifiquement. 



b) La spécificité d'action enzymatique 

A l'égard des spécificités de substrat, la fraction retenue sur l'oroso- 

mucoïde désialylé et dégalactosyIé (AsAgAGP) immobilisé , transfère du galactose 

sur la N-acétylglucosamine et 1'AsAgAGP mais aussi sur la N-acétylgalactosamine et la 

mucine sous-maxillaire d'Ovin désialylés. 

La fraction retenue sur la mucine sous-maxillaire de Mouton désialylée 

(AsOSM), quant à elle, transfère sur I'AsOSM et non sur la N-acétylgalactosamine et 

possède une activité résiduelle sur la N-acétylglucosamine et l'oromucoïde désialylé et 

dégalactosylé . 

c) Caractéristiques protéiques 

Les deux galactosyltransférase~ ont le même comportement en chro- 

matographie de tamisage moléculaire, sur DEAE-Sépharose, en chromatographie 

d'affinité sur UDPhexanolamine-Sépharose et a-lactalbumine-Sépharose, en électro- 

phorèse sur acétate de cellulose et en électrophorèse sur gel de polyacrylamide déna- 

turant (68 kDa de masse moléculaire pour les deux enzymes) et en électrophorèse de 

focalisation. Toutes deux sont inhibées par 18 -lactalbumine. 

L'ensemble de ces données suggère que les deux galactosyltrans- 

férases contiennent des séquences peptidiques communes. Cette hypothèse de 

Furukawa et Roth semble se vérifier grâce aux résultats du clonage de la N-acétyl- 

glucosamine ( B1-4) galactosyltransférase du lait de Vache (Narimatsu et al. -128-). 

Ils obsement, en effet, qu'un premier plasmide de 3,7 kbases synthétise la N-acétyl- 

glucosamine (814) galactosyltransférase et qu'un second plasmide de 4,l kbases 

code pour un polypeptide contenant 120 résidus carboxyl terminaux identiques au 

peptide synthétisé par le premier plasmide. Les auteurs suggèrent que le plasmide de 

4,l  kbases code pour une galactosyltransférase aux structures identiques à la (6 1-4) 

galactosyltransférase mais aux spécificités enzymatiques différentes. 



La question de savoir si la galactosyltransférase fait partie d'une famille multigène 

ou non est déjà soulevée par Shaper et al.(-169-) et Narimatsu et al.(-128-). 

Des analyses futures des clones génomiques et des clones de cDNA individuels des 

transférases spécifiques devraient indiquer le ou les mécanismes impliqués dans la 

synthèse d'un grand nombre de transférases possédant des structures communes 

et des spécificités enzymatiques différentes. 

III - CONCLUSION 

Les galactosyltransférases étudiées jusqu'à présent semblent possé- 

der toutes, des similitudes d'action. 

Le spectre d'action en fonction du pH est large, mais l'optimum 

d'activité est obtenu à un pH acide proche de la neutralité. La molécule enzymatique 

est une glycoprotéine plus ou moins chargée possédant quelle que soit sa spécificité 

un site pour 1'UDP-Gal, un site pour les ions ~ n ' + ,  un site pour lh -lactalbumine, un 

site pour l'oligosaccharide ou le glycoconjugué à glycosyler . Dans certains cas, un site 

de moindre importance pour d'autres cations est présent. 

Pour certaines galactosyltransférases, lb -lactalbumine est un CO-fac- 

teur indispensable à l'activité, parfois un inhibiteur compétitif de l'accepteur à 

glycosyler jouant ainsi un rôle de régulateur de l'enzyme, ou enfin ne jouant aucun 

rôle connu mais ce site semble présent car l'enzyme se fixe à lh -lactalbumine immobi- 

lisé. 



Les galactosyltransférases ont une origine membranaire et compren- 

nent des séquences hydrophobes qui leur confèrent des propriétés particulières 

vis-à-vis des lipides ou des détergents. 

Elles sont particulièrement stables quand leur environnement est de 

\ nature protéique. 

Cependant, les auteurs qui purifient les galactosyltransférases sont très 

rarement unanimes quant à la masse moléculaire des enzymes. L'hypothèse de cette 

hétérogénéité au sein même d'une famille de galactosyltransférases, est l'existence 

d'une protéolyse active mais encore inconnue qui induit des modifications dans la 

taille de la molécule et parfois même dans la spécificité ou la régulation de l'enzyme. 

Ce qui différencie essentiellement les galactosyltransférases entre elles, 

est leur spécificité d'action. A chaque type de liaison rencontrée correspond une 

gamme très limitée d'accepteurs pour une même galactosyltransférase. 

C'est grâce à cette spécificité d'action qu'il est possible d'isoler l'en- 

zyme responsable d'une action. 

Cependant, les observations faites au cours des purifications par 

chromatographie d'affinité soulèvent un certain nombre de questions. En effet, si on 

tente de résumer les différentes uanomalies~ observées, nous dégagerons deux 

aspects : 

- il semble exister pour une même fonction, c'est à dire pour un 

type de liaison donné, deux galactosyltransférases qui ne possèdent pas le même 

comportement vis-à-vis des supports de chromatographie d'affinité (Gleeson et  al. 

-66- ; Sheares et Carlson -170-). Il peut s'agir de deux enzymes distinctes ou d'une 

modification sur la molécule enzymatique qui conduit à une régulation différente. 



- à l'opposé, s'il est possible de séparer deux activités galactosyltrans- 

férasiques différentes et de les purifier (Furukawa et Roth -61-), il semble difficile de 

leur attribuer un accepteur bien précis car il existe toujours des interférences de spé- 

cificité. Tout se passe comme si deux fonctions différentes supportées par deux 

galactosyltransférases pouvaient, en fait, se confondre tant il existe de ressemblances 

entre ces enzymes. 

Selon Schachter, le seul moyen de départager les galactosyltransféra- 

ses, réside dans l'utilisation d'accepteurs hautement spécifiques qui ne seraient galac- 

tosylables que par une seule enzyme. 



M A T É R I E L  E T  M É T H O D E S  



MATERIEL ET METHODES 

1 - MATERIEL 

A - LES GLYCOSYLNUCLEOTIDES 

Le donneur activé UDP- [14c1 Gal nous a été fourni par Radioche- 

mical Center, Amersham, Grande-Bretagne (activité spécifique : 310 m Cilmmole). 

L'UDPGal non radioactif provenait de la firme Sigma (St Louis, U.S.A.). 

B - SOURCE ENZYMATIQUE 

Nous avons utilisé, d'une part, le lait de femme qui nous a été aima- 

blement fourni par le Lactarium de Lille et, d'autre part, des cellules de reirirde Hams- 

ter (cellules BHK, variété 21, clone 13) cultivées dans notre Laboratoire. 

C - MATERIEL DE CHROMATOGRAPHIE 

1 - Ultrogel Ac A 54 

Le support de tamisage moléculaire Ultrogel Acrylamide 5 % Agarose 

4 % (Ac A 54) nous a été fourni par IBF. La zone linéaire de fractionnement des pro- 

téines est de 5000 à 70 000 daltons, la limite d'exclusion est de 90 000 daltons. 



2 - Superose 12 

Un tamisage moléculaire a été réalisé en FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatogaphy) avec une colonne Superose 12 obtenue chez Pharmacia. La zone 

linéaire de fractionnement des protéines est de 1000 à 100 000 daltom. 

\ 

3 - Les supports de chromatographie d'affinité 

a) UDP-Agarose 

L'Uridine 5' diphosphate attachée par le groupe hydroxyl du ribose à 

l'agarose a été fourni par Sigma. Elle contient 1 à 3 rimoles d'UDP par ml de gel. 

b)  GlcNAc-Agarose 

La N-acétyglucosamine liée sur agarose activée a été fourni par Sigma. 

D - ACCEPTEURS 

Les différents monosaccharides utilisés (N-acétylglucosamine, glucose, 

galactose) sont d'origine commerciale. L'a-lactalbumine bovine ou humaine est 

fournie par Sigma. 

Le disaccharide N-acétyllactosamine nous a été généreusement donné 

par G. STRECKER (Maiire de Recherches au C.N.R.S.), la mucine sous-maxillaire de 

Mouton par J .C. MICHALSKI (Chargé de Recherches à 1'I.N .S.E.R.M.), les glycopep- 

tides d'orosomucoïde par F. DELPLACE (Maitre de Conférences à 1'U.S.T.L. Flan- 

dres-Artois), les rapports molaires sont résumés au Tableau IX p. 82,les glycopeptides 



du blanc d'oeuf de poule (glycopeptides fi de l'ovomucoïde) par B. FOURNET 

(Professeur à l'U.S.T.L. Flandres-Artois), le Tableau IX p82représente les différentes 

chaihes glycanniques de l'ovomucoïde. 

L'ovotransferrine nous a été fournie par la firme Sigma. 

II - METHODES 

A - PREPARATION DE GLYCOPEPTIDES DESIALYLES 

1 - Désialylation de glycopeptide de l'orosomucoïde 

La désialylation des glycopeptides est obtenue par une méthode en- 

zymatique en continu, grâce à la neuraminidase de Clostridium perfringens immobi- 

lisée sur Sépharose 4B. Le glycopeptide dissous dans un tampon citrate (citrate de 

sodium 0'1 M pH 5,l 0,02 % azide de sodium) est recyclé sur la colonne de neurarni- 

nidase pendant 48 heures à 37°C. 

2 - Désialylation de la mucine sous-maxillaire de Mouton 

L'acide sialique est éliminé par hydrolyse acide en présence d'acide 

sulfurique (0,005N) pendant 1 heure à 80°C. La solution est neutralisée et désa- 

lée par tamisage moléculaire sur Biogel P2 éluée par l'eau. 

B - MESURE DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE 

DU LAIT 

1 - Milieu d'incubation 

L'incubation standard est réalisée dans les conditions suivantes, pour 

un volume final de 50 ,,1 : 



TABLEAU M : Chaines glycanniques de l'ovornucoide de Pou3e(~amashi ta  e t  a l )  

e t  l e  r a p p o r t  molaire des glycopepdides de l'orosornucoide d é s i a l y l é  

OVOMUCOIDE : 

n- c n-r 

C I c f l A c a  1 

ana l 
C l C N A C h l  

C I ~ N A C J I \ ~  CICHACBl 
C I C N A C ~ I  - * a n a l  ' 

c a l  91 -8  C , C H A C ~ I / ~  '6 a 
C a l  8 1 - 4 C I C H A C 8 1 ~ p  

.Manal  
C I C N A C ~ I "  

;<ONOSACCHARIDES D E S  G L Y C O P E P T I D E S  DE L 'OROSOMUCOIDE D E S I A L Y L S :  

FUC GAL MAN GLCNAc 

0,31 3,47 3 4,45+1 

L e  76 t o t a l  de sucre e s t  de 5 3 , 5  %. 



- 15 pl tampon cacodylate 0,5 M pH 6,5 

- 5 pl MnC12 0,4 M 

- 5 pl AMP 1mM 

- 5 pl accepteur 

- 5 pl de précurseur UDP - e4 C ] G ~  50 PM à 10 nCi/nmole 

- 1 5 Fi1 de la solution enzymatique 

D'une manière classique, la concentration des solutions d'accepteur 

est de 100 mM pour la N-acétylglucosamine et le glucose, 5 mgml pour le glycopep- 

tide 6 de l'ovomucoïde (soit 1mM équivalent GlcNAc) 10 mgml pour l'ovotransferrine 

(soit 0,35 mM équivalent GlcNAc) et 50 mglml pour tout autre accepteur de type gly- 

coprotéine. 

Le milieu réactionnel est incubé à 3'7" C pendant une heure. L'activité 

enzymatique est mesurée dans une zone linéaire en fonction de la quantité de protéi- 

ne pour une concentration en UDP-Gal de 0,s flltest. 

2 - Identification des produits radioactifs par chromatographie sur 

papier 

Après incubation des essais enzymatiques, la réaction est arrêtée 

dans la glace par addition dYEDTA 2 M (15 ,,1). Les échantillons sont déposés 

sur des feuilies de papier Whatman 3 et soumis à une chromatographie descendante 

dans un système solvant : PyndineIAcétate dYEthyle/Acide Acétique/H20 dans 

les proportions 5151113 pendant 16 heures (selon Fischer et al.-50-). Les chroma- 

tographies sont alors séchées à l'air libre ; elles sont découpées en bandes de 1 x 5 

cm et mises dans les piluliers de comptage radioactif où 2ml de liquide scintillant 

(lipoluma, Lumac, France) sont ajoutés. La radioactivité est ensuite comptée dans 



un compteur à scintillation liquide. 

Des témoins oligosaccharidiques sont déposés puis, après chromato- 

graphie, ce témoin est révélé à l'oxalate d'aniline (spécifique des sucres) permettant 

ainsi de situer la migration du produit formé lors de la réaction de glycosylation. 

Au cours de la réaction qymatique, l'UDP-Ga1 se dégrade chimi- 

quement en galactose-1- phosphate et en galactose -1-2-phosphate cyclique. Du ga- 

lactose peut également se libérer. 

L'AMP, introduit dans le milieu réactionnel, limite l'action des pyro- 

phosphatases présentes. 

Le rapport RF (Migration du produit par rapport au front de migra- 

tion) a pu être calculé pour différents produits en utilisant l'orangé GN comme ré- 

férence : 

Sucres : 

Glycopeptide 

UDP-Gal 

Gal-1P 

Gal-1,2 Pc 

lactose 

Gal-LacNAc 

LacNAc 

Gal 

Glucose 

GlcNAc 

R.F. : 

O 

0,18 

0,23 

0,34 

0,55 

0,70 

0,77 

0'80 

0,87 

1,11 



3 - Chromatographie en couche mince 

C'est une méthode simple qui nous permet de suivre la glycosylation 

de molécules disponibles en faible quantité. 

Le solvant de migration est : éthanollbutanollacide acétiquelpy- 

ridineleau (10011013110130) ou le butanollpyridineleau (2/1/1). Les sucres sont 

révélés par l'orcinol sulfurique. 

C - PREPARATION DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE 

Nous avons employé différentes méthodes conventionnelles (comme 

la chromatographie de tamisage moléculaire ou la précipitation au sulfate d'ammo- 

nium) et la chromatographie d'affinité pour la préparation de la galactosyltransfé- 

rase. 

Pour le lait de femme, la première étape de préparation de l'enzyme 

est constituée par la délipidation et l'élimination de la caséine, par centrifugation. 

Dans le cas des cellules de reins de Hamster, l'extraction des enzymes solubilisées 

constitue la première étape. 

1 - Préparation des extraits cellulaires de B.H.K. 

a) Culture des cellules 

Les cellules B.H.K. 21 clone 13 sont mises en culture dans des fla- 

cons de plastique traités, de contenance 175 cm2. Elles se développent dans un mi- 

lieu de Eagle modifié (MEM), à 37% et en présence de CO2 (5 %). Ce sont des cel- 

lules adhérant rapidement sur le fond de la boite où elles poussent en travées jusqu'à 

confluence. Au microscope optique, on contrôle la forme allongée de ces cellules fi- 

broblastiques et leur état physiologique. 



b)  Extraction des enzymes solubilisées 

Les cellules sont choisies à confluence, 72 heures après l'ensemence- 

8 ment ; elles sont estimées à 1.10 cellules/boi€e. Ce milieu de culture est éliminé et 

les cellules sont rincées dans un tampon phosphate isotonique (PBS : Phosphate 

10 mM pH 7,4, NaCl 0,15 M). Les cellules sont récupérées dans ce tampon PBS puis 

centrifugées 5 minutes à 3000 x g. Le culot est suspendu dans un tampon cacodyla- 

te 25mM, MgC12 5 mM, NaCl 25 mM, Triton XlOO 2 % et 2- ~Mercapto-éthanol0'5 

La solution est placée sous ultrasons avec une sonde Sonifier Branson 

B 30, Sonotrobe Gobelet. L'opération est réalisée trois fois pendant 1 minute avec 2 

minutes de pause entre chaque série, dans la glace fondante. 

Après 2 à 3 heures de repos, l'homogénat est centrifugé 30 minutes à 

10 000 x g. Le surnageant est récupéré et congelé à -20°C s'il n'est pas utilisé immé- 

diatement. 

2 - Précipitation du lait humain au sulfate d'ammonium. 

Il s'agit du procédé de fractionnement du lait maternel mis au point 

par Montreuil e t  al. (-119-) et modifié par Descamps (-39-). Le lactosérum obtenu 

après délipidation et élimination de la caséine, subit une série de précipitations au 

sulfate d'ammonium. Les précipités Pl et Pz sont obtenus à 33 % de saturation en 

sulfate d'ammonium et respectivement aux pH 7 et 4,6 (Tableau X p.@. Des précipi- 

tations successives au sulfate d'ammonium peuvent conduire à la séparation de dif- 

férentes protéines du lait. 

Dans notre cas nous utilisons le précipité P'2 contenant en majorité 

de 1' a-lactalbumine et des Immunoglobulines A (IgA). Ces IgA sont éliminées par 

précipitation acide. Le précipité P'2 restant est constitué à 60 % voire 70 % dbr -lac- 

talbumine et contient l'activité galactosyltransférasique. Le précipité est redissous 

dans une solution de NaCl 0,15 M, dialysé, lyophilisé et congelé à -20°C. 



TABLEAU X: Protocole de fractionnement du lait Humain 

selon MONTREUIL modifié par DESCAMP (-399 

lait écrémé dialysé 4 jours 

pH 4,6 (1 nuit, 4OC) 

,-) élimination du précipité 
de caséine 

à saturation 

33% (1 nuit, 4OC) 

+ 
pH 4,6 (1 nuit, 4OC) 

I 
3000 xg- 30 min. --b Précipité P2 1 

surnageant i 
dialysé 
lyophilisé 
solution 5% 

I 
+ HC1 

pH 4,8 (1 nuit, 4OC) 

3000 xg + Précipité Pl2 : 
30 min. 

IgA 



3 - Purification de la galactosyltransférase du lait 

a) sur Ultrogel Ac A 54 

Le précipité P'2 du lait humain est mis en solution dans un tampon 

cacodylate 25 mM pH 7,1, M&12 5 mM, NaCl 25 mM, Mercaptoéthanol 0,5 mM, 

NaN3 0,05 O/oo, Triton X 100 2 % ou 0,2 % selon l'expérience. \ 

Le produit est injecté sur une colonne AcA 54 (2'8 cm x 140 cm) équilibré dans 

ce même tampon. Dans certains cas, la colonne est rincée avec 50 ml de ce même 

tampon contenant du NaCl 1M. Cette opération a pour objectif de désorber la ou les 

protéines retenues éventuellement sur le support. Cette addition de NaCl 1M peut 

avoir lieu au moment de l'injection ou au cours du fractionnement. Des fractions de 

10 ml sont collectées, le lavage de la colonne s'effectuant à 15mllh. L'activité enzy- 

matique est mesurée comme décrit précédemment en mesurant le nombre de c.p.m. 

de [14c] Gal transférés sur le glycopeptide B de l~ovomucoi~e à une concentra- 

tion de 25 &test ou sur la N-acétylglucosamine à une concentration de 0'5 mM/ 

test. 

Les fractions sont également analysées en électrophorèse de gel de polyacrylamide 

et en immunoélectrophorèse (voir paragraphe D). 

b )  Tamisage moléculaire en FPLC sur Supérose 12. 

Le précipité P'2 ou des fractions issues d'un tamisage moléculai- 

re préliminaire sont injectés en FPLC sur une colonne de gel filtration Supérose 12 

(24 ml) équilibrée dans le même tampon que celui décrit au paragraphe précédent. 

Selon le cas, du NaCl 1M peut être ajouté pendant toute la chromatographie. Les 

tests effectués après cette méthode sont identiques à ceux décrits précédemment. 



c)  Par chromatographie d'affinité 

a ) UDP-Agarose 

Une colonne d'UDP-Agarose (5 ml) est équilibrée dans du tampon 

cacodylate 25 mM pH 7,1, Mn Cl2 25 mM, Mercaptoéthanol 5 mM, Triton X 100 

0,2 %. Le précipité P'2 du lait humain est solubilisé dans ce même tampon (25 mg 

sous un volume de 2 ml) et injecté sur la colonne. La colonne est rincée avec 100 ml 

de tampon. L'élution de l'activité enzymatique retenue sur le support est réalisée 

d'une part en supprimant les ions ~n~ ' (25 ml) du tampon de lavage et, d'autre 

part, par 25 ml de tampon de lavage sans MnC12 plus NaCl 1 M. La majeure partie 

de l'activité enzymatique étant éluée par ce dernier tampon, l'élution directe sera 

réalisée en routine par ce tampon contenant du NaCl 1 M. Toutes les expériences 

sont effectuées à + 4OC. Le débit de fractionnement est de 30 ml/h et des fractions 

de 0,8 à 1,2 ml sont collectées. L'activité enzymatique est mesurée s w  différents 

accepteurs selon la technique décrite précédemment. 

La colonne de chromatographie d'affinité peut être utilisée plusieurs 

fois. Il suffit de laver la colonne dans un tampon Cacodylate contenant du NaCl 1 M 

(150 ml) et de l'équilibrer dans le tampon initial pour une prochaine utilisation. 

6) GlcNAC-Agarose 

Les fractions actives retenues sur la colonne d'UDP-Agarose sont 

récupérées. Du MnC12 est ajouté de façon à obtenir une concentration de 25 mM. 

L'ensemble des fractions actives sont injectées sur la colonne de GlcNAc-Agarose 

équilibrée dans le tampon Cacodylate 25 mM pH 7,l- MnC12 25 mM, Mercaptoétha- 

no1 5 mM, NaCl 1 M, Triton X 100 0,2 %. Le NaCl est ajouté de façon à éviter les 

adsorptions non spécifiques sur le support. 



La colonne est ensuite rincée avec ce même tampon (50 ml). L'élution spécifique 

de la galactosyltransférase retenue est réalisée avec le même tampon sans Mn Cl2 

et par addition de N-acétylglucosamine 10 mM. 

D - ANALYSE DES PRbTEINES PURIFIEES 

1 - Electrophorèse en gel de polyacrylarnide (PAGE) (Laeminli -95-) 

Les fractions du lait de femme chromatographiées sont analysées en 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS : 

a) Les gels 

Tampon électrophorèse : 

Tris 3 g 

Glycocolle 14,4 g 

SDS 1,3 g 

qsp H20 1,3 1 

Solution 1 A : 36,3 g Tris qsp 100 ml pH 8,9 

Solution 2 A : Acrylamide 48 g, bisacrylamide 1,28 g, qsp 100 ml 

Solution 3 A : Persulfate 10 % 

Concentration 
du gel 

2A 
1A 
Hz0 
Gly cérol 
SDS 10 % (Plv) 
Temed 
3A 

Total : 

Gel supérieur 



Les gels sont réalisés avec des plaques de 10 x 15 x 1 cm. Les échan- 

tillons à tester sont dilués au demi avec du tampon comprenant : 1 ml de la solu- 

tion lA, 5 ml de SDS 10 % (PIV), 0,5 ml de Mercaptoéthanol, 2 ml de Glycérol, 

2,5 ml H20 et du bleu de bromophénol. Les protéines sont dénaturées à 100°C pen- 

dant 2 minutes. Le gel est soumis à un courant continu de 80 volts pendant 3 à 4 

heures. 

b )  Coloration des gels 

a) A u  bleu d e  Coomassie 

Cette coloration permet de détecter des protéines de l'ordre du mi- 

crogramme. Le gel, après électrophorèse est fixé dans un solvant éthanollacide acé- 

tiqueleau (51219) comprenant 1 % de bleu de Coomassie R 250 pendant une nuit. 

La décoloration du gel est réalisée dans ce même solvant, sans bleu de Coomassie. 

8 ) A u  nitrate d'argent 

La coloration des gels au nitrate d'argent selon la technique de 

Marissey (-110-) permet de révéler des bandes protéiques de l'ordre du nanogramme. 

Après électrophorèse, le gel est fixé 30 minutes dans un solvant méthanollacide acé- 

tiqueleau (50/10/40) puis 30 minutes dans ce même solvant en proportion 5/7/88. 

Il est oxydé à la glutaraldhéhyde 10 %, 30 minutes, puis rincé par l'eau une nuit. 

Il est réduit 30 minutes par une solution de dithiotreitol (5 p glml). Après 30 mi- 

nutes dans une solution de nitrate d'argent (0,l %), le gel est rincé à l'eau et révélé 

par 50 rl de formol à 37 % dans 100 ml de Na2C03 à 3 %. La révélation est arrê- 

tée par addition d'acide citrique 2,3 M pH neutre. 



C )  Solutions étalons 

Des échantillons témoins de migration sont déposés pour chaque 

électrophorèse. Il s'agit de protéines fournies par Pharmacia : 

phosphorylase 94 kD a 

sérum albumine Bovine 67 kDa 

ovalbumine 43 kD a 

anhydrase carbonique 30 kûa 

inhibiteur trypsique 20,l kDa 

a -lactalbumine 14,4 kûa 

Des artéfacts peuvent appara i i  aux voisinages de 55 et 67 kDa dus 

à la présence de 0-mercaptoéthanol dans le tampon d'échantillon. 

2) Electro-transfert sur feuille de nitrocellulose 

a) Technique 

Les protéines sont électro-éluées du gel de polyacrylamide et adsor- 

bées sur une feuille de nitrocellulose. Cette technique permet d'éliminer le SDS du mi- 

lieu et nous permettra de détecter l'activité enzymatique en fonction des bandes pro- 

téiques visualisées. 

Pour ce faire, les protéines, après électrophorèse, ne sont pas 

fixées dans le gel de polyacrylamide. Ce dernier est placé sur une feuille de 

nitrocellulose à dimension et l'ensemble est maintenu par du papier matman 3 

imbibé de tampon Tris 25 mM, Glycocolle 192 mM, méthanol 800 ml pour 4 1 

de tampon à pH 8,6. Une électrophorèse est alors réalisée à 75 volts 

pendant une nuit (ou 250 volts pendant 5 heures) avec le même tampon, avec un 



appareil tBiorad,. Le gel de polyacrylamide est face à la cathode, la feuille de nitro- 

cellulose face à l'anode. Cette électrophorèse permet d'extraire les protéines du gel et 

de les fixer sur la feuille de nitrocellulose. 

b) Analyse des protéines 

* Coloration 

Après électrophorèse,des bandes latérales de la feuille de nitrocellulo- 

se sont découpées et colorées 30 secondes au bleu de Coomassie selon la technique 

décrite au paragraphe 1. Ces bandes permettent de contrôler l'électro-transfert (cf. 

fig. 13 p. 94) 

"Mesure de 1 'activité enzymatique 

Le reste de la feuille est alors découpée en fonction des protéines 

présentes. Chaque bande correspond à une bande protéique visualisée et l'activité 

galactosyltransférasique est alors mesurée en utilisant le glycopeptide B de l'ovo- 

mucoïde comme accepteur. Le milieu réactionnel est le même que pour les tests 

classiques, le volume est calculé de façon à immerger totalement les bandes de nitro- 

cellulose préalablement découpées en petits morceaux. Le volume du milieu réaction- 

nel est de l'ordre de 200 11 1 additionné de 200 de tampon cacodylate 0'5 M pH 6,5. 

L'incubation dure 5 heures à 37OC. L'analyse des produits formés au cours de la 

réaction enzymatique est identique à celle décrite au paragraphe B. 

3) Analyse immunologique 

a) Préparation de l'immun, sérum anti-précipité PY2 du lait humain 

L'antisérum est préparé au laboratoire par injection intramuscu- 

laire à un Lapin du précipité P'2 de lait humain (1 mg) en présence d'adjuvant de 
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Figure 13: Disposition du gel de polyacrylamide permettant de réaliser un 

électratransfert sur feuille de nitrocellulose. 

LEGENDE: T.M. : Témoins de masse moléculaire 

---- : Ligne de découpe du gel de polyacrylamide ou de la feuille 

de nitrocellulose avant coloration . 

---9: Ligne de découpe de la feuille de ni-t;rocellulose avant réaction 

enzymatique. 

-Gel de  concentration 

-Gel de séparation - 

Part ie  du gel a blotter  

+ 

+ -- - 

I 1 
l / 1 ,Bandes dkcoupées 
'- ....................... 
I 
I 
I 
I 
CI-.. 

1 ...................... 
i 1 

-7 

I I 
I I 
I I 
I I 

,' 
Partie à colorer FEUILLE DE NITROCELLULOSE 



Freund (1  mllml). Les injections sont répétées quatre fois à une semaine d'intervalle. 

Le sang, prélevé à la veine de l'oreille de Lapin, est centrifugé et laissé à + 4OC une 

nuit. Le sérum obtenu est conservé congelé. 

b )  Immunoélectrophorèse monodimensionnelle 

La technique a été décrite par Scheidegger en 1955 (-167-). Les so- 

lutions protéiques à analyser (2 à 8 sont déposées dans des puits réalisés dans 

l'agar noble (1 %) (1 mVcm de plaque). La migration s'effectue pendant 45 minutes 

à 10 voltslcm. Le tampon utilisé est le véronal acide 28 g, Tris 55'4 g, lactate de 

calcium 0'66 g, azide de sodium 0,81 g qsp 5 litres à pH 8'6. Après diffusion 48 

heures en chambre humide, la plaque est lavée, séchée et colorée au bleu de Coomas- 

sie (même technique que la coloration des gels en PAGE) 

C )  Technique des Rockets (Laurell, 1952 - 97-) 

Les solutions protéiques à analyser (2 à 8 yl) sont déposées dans des 

puits réalisés dans l'agar noble (1 76) (1,s mVlOO cm2 de plaque) mélangé à 1 ml 

d'antisérum. La migration s'effectue pendant 5 heures à 10 volts/cm. Le tampon uti- 

lisé est le même que pour l'immunoélectrophorèse. 

La plaque est ensuite lavée (dans l'eau physiologique) séchée et colo- 

rée au bleu de Coomassie. 

d)  Immunoélectrophorèse bidimensionnelle 

) 1 ère dimension 

Un volume de 15 ml de gel d'agarose humidifié à 50 OC (type II, 

médium EEO, Sigma) à 1 % dans le tampon TrisIHC1 72 mM, Véronal sodé 24 mM 

(24'74 g), lactate de calcium 0,4 mM (616 mg), azide de sodium (1 g) (qsp 5 1) pH 



8,6 en présence des ions MnC12, MgC12, CaC12 1 mM, est déposé sur une plaque de verre 

(10 x 10 cm). Les solutions à analyser (2 à 8 pl) sont introduites dans les 8 puits 

pratiqués à l'emporte-pièce, L'électrophorèse est réalisée pendant 1 heure ou 3 

heures à 10 V/cm dans un appareil LKB 2117 multiphor muni d'une plaque réfri- 

gérante. 

8 ) 2 ème dimension 

L'agarose utilisé pour la seconde dimension contient l'antisérum 

du précipité P'2 du lait. La migration est réalisée pendant 18 heures à 2VIcm à + 4OC. 

Les plaques sont ensuite lavées, séchées et colorées au bleu de Coomassie. 

4) Dosage de protéines 

a) Première méthode selon Perterson 

La méthode utilisée est celle de Lowry modifiée par Peterson 

(-144-). Elle est utilisée pour les échantillons contenant du Triton X 100 qui sera 

éliminé par une étape de précipitation. 

Les protéines à doser, de 5 à 100 ~ g l m l  d'eau, sont pré- 

cipitées par 100 de déoxycholate de sodium (0,15 %) et 100 % d'acide trichlora- 

cétique (72 %) puis centrifugées 15 minutes à 3 000 x g. 

Le culot est solubilisé par 1 ml d'eau et 1 ml de réactif A : NaOH 

(0,8 N), SDS (10 %), H20 et solution de CuS04 (0,l %) dans une proportion 

(1/1/1/1). Après 10 minutes à température ambiante, 500 p 1 de réactif B (réactif 

de Folin-Ciocalteuphénol dilué au 116~) sont ajoutés et laissés 30 minutes dans 

l'obscurité. 



Les échantillons sont ensuite dosés au spectrophotomètre à 550 nm 

contre une référence sans protéine. La concentration en protéine des échantillons est 

déterminée grâce à une courbe étalon établie avec la sérum albumine bovine. 

B )Deuxième méthode selon Wessel e t  Flügge 

Quand la concentration en Triton X 100 est supérieure à 1 %, la 

précipitation des protéines, décrite précédemment n'est pas satisfaisante. Il faut 

alors adopter une autre technique décrite par Wessel et Flügge en 19W (-205-). 

0,l ml de solution à doser contenant 10 à 100 rig de protéines sont 

mélangés avec O,4 ml de méthanol, centrifugés 1 minute à 3000 x g puis avec 0,l  ml 

de chloroforme et centrifugés 1 minute à 3000 x g. 

0,3 ml d'H20 sont ensuite ajoutés aux échantillons, agités fortement 

et centrifugés 10 minutes à 3000 x g. 

La phase supérieure est écartée. 

0,3 ml de méthanol sont ajoutés à la phase inférieure et à l'inter- 

face contenant le précipité des protéines. Cette opération a pour objectif de culoter 

les protéines afin de les séparer de l'interface. Les échantillons sont centrifugés 5 minu- 

tes à 3000 x g. Le surnageant est écarté et le culot des protéines est séché sous un fai- 

ble courant d'air. 

Le dosage est alors effectué selon la technique de Lowry décrite pré- 

cédemment après l'étape de précipitation. 

Cette technique est bien adaptée pour les échantillons contenant du 

Triton X 100 à de faibles concentrations, des sels et des lipides qui sont ainsi élimi- 

nés. Le culot protéique peut aussi être repris par le tampon d'échantillon utilisé pour 

les électrophorèses en gel de polyacrylamide (PAGE). 
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CHAPITRE 1 

CARACTERISATION DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE 

DU LAIT HUMAIN 

Les travaux menés sur la galactosyltransférase du lait humain ont pour 

objectif de caractériser l'activité enzymatique et la protéine qui en est responsable. 

Les nombreuses études réalisées sur le lait humain ont montré que la 

galactosyltransférase synthétise le lactose à partir de glucose et d'UDP-Gal en pré- 

sence da -lactalbumine. L'enzyme utilise également des oligosaccharides ou glyco- 

peptides comme accepteurs du galactose en créant la liaison Ga1 (8 1-4) sur la N-acé- 

tylglucosamine en position terminale non réductrice. 

Pour étudier la molécule enzymatique proprement dite nous avons, 

dans ce premier chapitre, déterminé les paramètres enzymatiques dans une fraction 

enrichie en galactosyltransférase, issue des différentes précipitations du lait, appelée 

fraction P2. C'est en analysant précisément les résultats que nous pourrons, ensuite, 

mieux comprendre les problèmes liés à la purification de l'enzyme. 

1 - MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE 

A - DANS LE LAIT HUMAIN 

L'activité galactosyltransférasique a été mesurée avec différents accep- 

teurs. Le Tableau XI p. 99 indique l'ensemble des résultats obtenus. 

Nous retiendrons l'activité spécifique déterminée avec la N-acétyl- 

glucosamine comme accepteur qui est de 48,4 pmoles de galactose incorporé/min./ 

mg de protéine. 



TABLEAU XI : Activité galactosyltransféraçique mesurée dans le lait humain 

et dans le précipité Pl2 ,sur différents accepteurs(1es condi- 

tions d'incubation et la détermination des différents composés 

formés sont décrits dans le Chapitre Matériel et ~éthodes). 

ACCEPTEURS 

N-AcéQlglucosamine ( 10mM ) 

Glucose(l0mM) 

Glucose(l0mM) + 
H -lactalbumine 

Glycopeptide 

gde 1~0vomucoide(O,5mg/ml 

soit 1,lmM équivalent GlcNAc) 

~votransferrine(lmg/ml 

soit 35 M équivalent GlcNAc) t' 

INCORPORATION DU GALACTOSE 

pmole/min/mg de protéine 

Lait Précipité Pl2 

48.4 230 

49,3 

6.3  5 5 

I 



B - DANS LA FRACTION P'2 

1 - Activité galactosyltransférasique 

Après précipitation du lait humain au sulfate d'ammonium (voir la 

méthode p. 87)' l'activité spécifique déterminée avec la N-acétylglucosamine comme 

accepteur est de l'ordre de 230 pmoles de galactose incorporé/min/mg de protéine 

(Tableau XI p. 99). 

L'enrichissement de l'activité est donc de l'ordre de 4'7 fois. 

La N-acétylglucosamine, le glycopeptide~ de l'ovomucoïde et l'ovo- 

transferrine sont des accepteurs de la galactosyltransférase. La synthèse du lactose 

peut également être réalisée à partir du glucose comme accepteur, sans addition sup - 

plémentaire d'a -lactalbumine. 

Le taux d'incorporation de galactose sur le glucose est identique à 

celui déterminé avec la N-acétylglucosamine. Toutefois, la présence d',-lactalbumine 

dans la fraction P'2 aurait dû inhiber la synthèse de la N-acétyllactosamine. Nous 

tenterons ultérieurement d'interpréter ce résultat. 

2 - Analyse immunologique de la fraction P'2 

Par les techniques immunologiques classiques, nous avons quantifié 

la proportion d'a-lactalbumine présente dans la fraction P'2 du lait. 

Par immunoélectrophorèse selon la technique dite de Rockets, nous 

pouvons estimer à 60-70 % la quotité de l'a-lactalbumine (photos No 1A p. 101). Par 

immunodiffusion, le seul arc de précipitation obtenu est celui de l'a-lactalbumine 

(photos No 1B p. 101). En immunoélectrophorèse bidimensionnelle, la sensibilité de 

la technique permet d'observer un second arc de précipitation autre que celui de 

1' a-lactalbumine (photo 1C p. 101). 



A- Immunoélectrophorèse selon la technique de ROCKETS 
Anticorps: anti-précipité Pl. 2mS/plaque 20x10 2 ' 
Antigènes: de a à e,fraction Pt- de a' à et,#-lactalbumine 2 
a et at:0,05 yg; b et bl:O,l pg;c et cf:0,25 Vg; d et d': 0,5 pg 
e et et: 1 6  

., 4 5 pg dt c(-lactalbumine 
-. . 
- 

3 
-0,5 p& 

- 
n- 
3 - -295 yg . .--, . - 
P 

Fraction P' 
b 

-5 /JP 
---- _ _ <  

2 
-- 

<> - 
-- -25 /Jg 

_L_ 

O 
4 5 0 0  yg 

B- Immunodiffusion; Anticorps:anti7précipité P'(50 pl/Rigole) 
2 

- - + - -+ 
453. n e 3 ,  

C- Immunoélectrophorëse bidimensionnelle 
Cl: Anticorps,antiprécipité P'(700~1/plaque 10x10); 

2 
Antigènes: fraction P' (5 $g) 

C2: Anticorps, anti- o< -lac$albumine( 700 pl/plaque 10x10) 
Antigènes, fraction Pi (1 rg) 

PHOTO 1 :Analyses immunologiques de la fraction P' du lait Humain.Les 
2 

Anticorps sont l'antisérum de lapin de la fraction Pi OU de 
1' cl-lactalbumine. 



II - ETUDE DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE 

A - CHOIX DU TAMPON DE SOLUBILISATION DU PRECIPITE P2 

La composition du tampon de solubilisation du précipité P'2 du lait 

humain a été définie afin de réaliser le meilleur transfert de galactose sur les diffé- 

rents accepteurs. Pour limiter les analyses, nous avons testé l'activité de la galacto- 

syltransférase en utilisant la N-acétylglucosamine comme accepteur. Les résultats 

sont résumés dans le Tableau XII p. 103. 

Le tampon cacodylate est préférable au tampon Tris. Une augmenta- 

tion sensible de l'activité enzymatique est obtenue par l'addition de B -mercaptoétha- 

nol, de MgCl2 et de NaCl. Par ailleurs, l'activité enzymatique augmente de 20 à 30 % 
. . 

quand le Triton XlOO est ajouté au tampon. Ce détergent, connu pour son action de 

solubilisation des galactosyltransférases intégrées, s'avère être un activateur de l'ac- 

tivité des galactosyltransférases solubles (Fraser et Mookejea -57- ; Wilson e t  al. 

Dans le lait humain, l'optimum de l'activité galactosyltransférasique 

est obtenu avec 0,2 % de Triton XlOO dans le tampon de solubilisation (Fig. 14 

p. 104). Toutefois, pour une meilleure solubilisation nous utiliserons en routine 2 % 

de Triton X100. 

En résumé, le tampon de solubilisation utilisé pour les études ulté- 

rieures sera le tampon cacodylate (25 mM) pH 7,2, MgCl2 (5 mM), NaCl (25 mM) 

Triton XlOO (0,2 à 2 % selon les cas) et B -mercaptoéthanol (0,s mM). 



TABLEAU X I I  : In f luence  d u ' m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  pour  l e  t r a n s f e r t  du g a l a c t o s e  

s u r  l a  N-Acétylglucosamine à p a r t i r  du p r é c i p i t é  Pt2. 

(Condi t ions  s t a n d a r d  de r é a c t i o n  enzymatique 1 

Rapport= A c t i v i t é / A c t i v i t é  avec l e  m e i l l e u r  tampon 

Composition du tampon 

de solubilisation du 

précipité Pl2 

Cacodylate pH 7,2( 2SmM) 
+ 

gmercaptoéthanol(5mM) 
- - 

Tampon de base (T.B.) 

T.B.+ :ilnCI2(5mM) 

T.B.,:4gCL2(5mM) = T.3.Xg 

T.B.Xg+ MaCI(25mM) 

T.B.Mg+ i'IaCl(75mM) 

T.S.Hg+ AaCI(I:-f) 

T.B.Mq+ TrltonX100(2%) 

~.~.~~+~ritonX100(2%)+NaC1(25mM) 

Tris/HC1(30mM)+~~mercaptoethanof(5mM) t 
+~gC12(5mM)+TritonX100(~)+NaC1(25~) 

INCORPORATION du galactose 

sur la N-Acétylglucosamine 

en ptdole/min/mg de protéine 

A c t i v i t é  RAPPORT 

111 

108 55 

152 77 

172 87 

155 79 

105 53 

183 93 

197 100 

I 

133 57 

I 



Concentration en TritonXlOO 

en % 

Figure 14 : Influence de la concentration en Triton XlOO dans le tampon de 

solubilisation du précipité P ' 2  , sur l'activité de la galactosy- 

transférase du lait humain. 

L'activité enzymatique est mesurée dans les conditions standard 

décrites dans le Chapitre Materiel et Methodes. Elle est mesu- 

réeavec la N-Acétylglucosamine(0) et le gLyCOpepClae 

Je l'ovomucoide ( 6 1. 

Quantité de protéines en rg par test enzymatique 

Figure 15 : Variation de l'activit6 galactosyltransférasiqueavec différents 

accepteurs ,en fonction de la quantite de protéines(exprimée 

en y g introduit par essai enzymaziqiie). 

Les résultats sont exprimés en % de la radioactivité C'CI Ga1 

incorporée au niveau de l'accepteur par rapport A la radioactivité 

totale introduite dans le milieu réactionnel sous la forme dlUDP- "C 

Ga1 (500pMole/test 

LEGEMIE : ~-~cétylglucos~mine, +ovotrans ferrine 

glucose, Oglucose + 4-lactalbwina , A glycopeptide 13 de l'ovomucorde 



B - INFLUENCE D'AUTRES PARAMETRES 

1 - Concentration en protéines 

Nous avons vérifié que dans nos conditions standard l'activité enzyma- 

tique était proportionnelle à la concentration en protéines : Fig. No 15 p. 104. 

2 - Concentration en accepteurs 

Pour comparer la galactosylation du glucose et de la N-acétylgluco- 

samine, les constantes d'affinité de l'enzyme ont été définies pour chacun de ces deux 

accepteurs. Elles sont de 5'5 mM et 1,l mM respectivement : Fig. no 16 p. 106. 

3 - Stabilité de la galactosyltransférase 

a ) A +  4'C 

La conservation de la fraction P2 du lait solubilisée à +4O C pendant 

plus de 30 jours n'entraihe aucune perte de l'activité enzymatique. 

b )  A+37' C 

Quand la fraction P2 est préincubée à + 37O C, quatre phases sont 

à considérer : 

- Dans les 20 premières heures de préincubation à 37 O C, l'activité 

galactosyltransférasique augmente quelque soit l'accepteur : Tableau XII1 p. 10 7 .  

En moyenne, cette augmentation est de l'ordre de 25 à 50 %. 

- Une fois l'optimum de l'activité enzymatique atteint, celle-ci 

chute de l'ordre de 10 % en deux heures. 



Conceniration en GlcNAc en m ~ - '  

. Concentration en Glc. mM" 

Figure 16 : Influence de la concentration an accepteur sur l'activité de la 

galactosyltransférase de la fraction P t 2  du lait humain. 

Les accepteurs sont la N-Acétylglucosa@ne(.)et le glucose(.) 

Les figures intégrées représentent l'activité enzymatique ,exprimée 

en % de Pc] Ga1 incorporé au niveau de l'accepteur, en fonction ae 

la concentration en accepteur(mM1. 



TABLEAU XIII: Stabilité de l'activité galactosyltransférasique de la 

fraction pl2 du lait préincubé à 37OC. 

La mesure de l'activité est réalisée dans les conditionç 

standard de réaction enzymatique. 

t 

Activité galactosyltransférasique en 
à 37OC en min. pMole incorporé/min/mg de protéine 

t=O -20 t=22 t-100 t-150 

N-acétylglucosamine 

Glycopeptide f3 de 
l'ovomucoide 

Glucose + 

Glucose + 
q-lactalbumine 

Ovotransférrine 

190 240 210 200 7 5 

150 230 210 200 60 

130 160 144 100 O 

130 200 180 150 O 

40 5 5 50 27 O 



-Après 22 heures de préincubation à 37O C, l'activité galactosyl- 

transférasique reste stable une centaine d'heures 

-Au delà de 100 H de préincubation à 37' C, l'activité enzymati- 

que decroit progressivement. 

Qyd le glucose est l'accepteur, eiie devient nulie après 140 H à _ .  
310 C. Quand la N-acétylglucosamine et le glycopeptide B de l'ovomucoïde sont 

utilisés en tant qu'accepteurs, il faut attendre 300 H avant de voir disparaare toute 

activité. - 
La préincubation à 37' C affecterait les sites enzymatiques de ré- 

gulation conduisant à une perte de spécificité de substrats. La question est de sa- 

voir si nous sommes en présence d'une seule enzyme possédant les activités lacto- 

se et N-acétyllactosamine synthétase ou de deux enzymes distinctes aux proprié- 

tés différentes. 

Pour ce faire, des expériences de compétition de substrats ont été 

menées. 

C - COMPÉTITION D'ACCEPTEURS 

Une série d'analyses nous ont permis de mettre en évidcnce une coni- 

pétition entre les différents accepteurs vis-à-vis de la galactosyltraiisférase. Nous avons 

calculé la vitesse de réaction dans le cas où deux accepteurs entrent en cornpetition 

pour le site actif d'une enzyme en utilisant l'équation suivante (Dixori et Webb -42-) : 
-.I - 1 4 1 

v = (V, .SA .KA + V, .S, .K, ) (1 +S, .Ky 4- S, .Ki ) 

V, et V, sont les vitesses maximales de réaction 

S, et S, sont les concentrations des deux accepteurs 

K, et K, sont les valeurs des Km apparents correspondants. 



La vitesse de la réaction, pour le cas où deux enzymes distinctes 

agissent indépendamment sur les accepteurs, est la somme des vitesses de réaction 

évaluées séparément. 

En fonction des résultats indiqués au Tableau XIV p. 110 e t  de la 

représentation de Scatchard de la constante d'affinité pour la N-acétylglucosamine 

comme accepteur en présence dans le milieu enzymatique de glucose (Fig. 17 p. 110), 

nous pouvons affirmer qu'un seul site enzymatique est présent dans la fraction P'2 du 

lait humain. 

CONCLUSION 

Ces premiers résultats conduisent à trois constatations : 

1 - La fraction P':! du lait humain contient 60 à 70 % d'a-lactal- 

bumine 

2 - La fraction P'2 possède une activité galactosyltransférasique. Cette 

enzyme transfère du galactose sur le glucose, la N-acétylglucosamine, le glycopepti- 

de 8 de l'ovomucoïde et l'ovotransferrine. 

3 - Après avoir défini les conditions optimales d'activité, il a été 

démontré qu'il n'existe qu'un seul site enzymatique accepteur du glucose et de la 

N-acétylglucosamine. Ce dernier point permet de soulever la discussion à deux ni- 

veaux : 

a) Les travaux de Pertsounis (-145-) ont permis de mettre en évi- 

dence deux activités galactosyltransférasiques distinctes dans la fraction P'2 du 

lait humain : l'une d'entre elle ne transférant pas de galactose sur le glucose, même 

en présence d'a -lactalbumine. Ce résultat a été obtenu après purification de la frac- 

tion. Il parait donc important de rechercher l'origine de cette différence compte tenu 



TABLEAU XIV : Expérience de compétition entre le glucose et la N-Acétylgluce- - 110 - 
samine v~r.i.diad~Ir~alactosyltransférase du précipité P'2 du lait 

humain. Le calcul de la vitesse de réaction lors de la compéti- 

tion entre les deux accepteurs,pour un seul site enzynatique est: 

-1 -1 
v = ( V ~ . S ~ . K ~ ~  + V2.S2.~;1) ( 1 + S1.K1 + Pt.l?) 

K1 et K sont les Km déterminées pour la GlcNAc et Glc respectivement 
2 

V1 et V2 sont les Vm déterminées pour la GlcNAc et Glc respectivement 

Le milieu réactionnel est identique aux conditions standard . 

./, d e p ~ f ~ a l  incorporé sur GicNAc 

ACCEPTEURS 

G l c N A c  G l c  

RIM mM 

1 O 

O 10 

1 10 

10 O 

O 10 

10 10 

Figure  17 : Représentation de Scatchard de l'activité galactosyltransférasique 

de la fraction Pl2 du lait humain. L'activité enzymatique est ne- 

INCORPORATION DU GALACTOSE 

pwle/min/mg ds protéine 

Calculée DOW 
Mesurée 1 enzyme 2 enzymes 

150 

157 

190 207 307 

272 

157 

255 277 429 

surée dans les conditions standard , en présence de glucose(l0mM) 

L'activité est exprimée en % de la radioactivité P'c] Cal incorpo- 

rée sur l'accepteur. 



de la présence apparente d'un seul site enzymatique. 

b) S'il est possible de trouver, au cours d'une purification, une frac- 

tion enzymatique ne possédant pas l'activité lactose synthétase, la question serait 

donc de savoir dans quelles mesures ce résultat est à rapprocher de notre étude de 

stabilité à 37" C. En effet, après 140 H à 310 C la galactosyltransférase de la frac- 

tion P'2 agit uniquement sur la N-acétylglucosarnine utilisé en tant qu'accepteur, 

le transfert sur le glucose devenant nul. 

Dans le chapitre II, nous tenterons donc, au cours de sa purifica- 

tion de comprendre le comportement de la molécule enzymatique. 



CHAPITRE II 

PURIFICATION DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE 

DU LAIT HUMAIN 



CHAPITRE II 

PURIFICATION DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE 

DANS LE LAIT HUMAIN 

Pour comprendre le comportement de la galactosyltransférase du lait, 

nous avons entrepris sa purification afin de préciser la spécificité d'action et la taille 

moléculaire de l'enzyme. Ainsi, nous avons choisi deux méthodes : la première est une 

chromatographie de tamisage moléculaire, la seconde est une chromatographie d'affi- 

nité. 

1 - TAMISAGE MOLECULAIRE SUR ULTROGEL AcA54 

L'Ultrogel AcA54 a été choisi pour la purification de la fraction P'2 

du lait parce que la zone de fractionnement de ce support doit permettre la sépara- 

tion de l'enzyme avec l'a-lactalbumine. 

A - MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE 

Dans un premier temps, 10 mg de la fraction P'2 du lait ont été so- 

lubilisés dans un tampon de cacodylate (25 mM) pH 7,2, MgCl2 (5 mM), B-mercap- 

to-éthanol (0,5 mM) NaCl (25 mM) et Triton XlOO (2 %).Après injection des proté- 

ines sur la colonne d'Ultroge1 AcA54 (2 x 140 cm) équilibrée dans ce même tampon, 

l'activité galactosyltransférasique a été mesurée sur chaque fraction (10 ml). 

Dans un second essai, 2 g de la fraction P'2 ont été injectés dans les 

mêmes conditions. 

Comme l'indiquent les profils chromatographiques présentés aux Fig. 

18 A et B p. 113, la zone de fractionnement de la galactosyltransférase est très large. 

Elle s'étend du volume mort au volume total de la colonne. 



N '  d a  Fractions 

Fi- i.6 : Chr-tographies de tamisage moléculaire sur Ultrogel ACA54. 

10 mg(A) ou 2g(ü) de la fraction P'2 du lait Humain sont injectés sur 

la colonne(860ml) dans un tampon: Cacodylate (25mM). MgCl2(5mM). ~aCl(2SmM). 

+ercaptoéthanol(0,5mM) et Triton X-lOO(2X). Des fractions de 10 ml Sont 

. collectées et l'activité galactosyltransférasique est mesurée avec la 
N-acétylglucosamine et le glycopeptide de l'ovomucoide comme accepteurs. 

. - 
LEGENOE : i. in~ection 

( 9 )  Activité galactosyltra~f~ras~que mesurée à partir des 

fractions non diluées. 

( A )  Activite gaiactosyltransférasaque mesurée sur les frac- 

tions diluées aO fois 

( 6  Quantité de protéines exprimeé en mg/ml . 
1 et 2 sont les deux plcs d'activité galactosyltransféra- 

sique détectés. 

TABLEAU XV : Activité gaiactosyitransférasique de la fraction A 8  éluée de 

la colonne de chromatographie de tamisage moléculaire sur 

Ultrogel AcA54 décrite à la Fig. 18B. Correspondance avec la 

photo 2 p.(lhcouioir 5 ) .  

I Fraction 48 I 
Glycopeptide p de 
l'ovomucoide(0,5 mg/ml 
soit 1,lmM équivalent 
GlcNAc ) 

Glucose (10 mM) 307 

Glucose + *-lactalbumine 
(l0mn 

Ovotransfemine(lmg/ml soit 
35$l équivalent GlcNAc) 84 



B - ANALYSE DES FRACTIONS 

1 - Activité galactosyltransférasique 

Différents accepteurs ont été utilisés pour mesurer l'activité de la 

galactosyltransférase. A l'optimum de l'activité enzymatique (fraction 48 : éluée à 

480 ml), un transfert de galactose peut avoir lieu avec la N-acétylglucosamine, le glu- 

cose, le glycopeptide @ de l'ovomucoïde et l'ovotransferrine comme accepteurs 

(Tableau XV p. 113). 

Dans ce tableau, deux remarques peuvent être dégagées : 

* Les fractions enzymatiques chromatographiées n'excluent aucun 

accepteur par rapport à la fraction P'2 initiale. 

* Après tamisage moléculaire, le transfert de galactose sur le glu- 

cose est toujours possible sans apport exogène d'a -lactalbumine. A l'optimum de 

l'activité enzymatique, l'incorporation du galactose sur le glucose est de 307 pmolesl 

min.1mg de protéine contre 362 en présence d b  -lactalbumine. Ce résultat signifie 

que le cofacteur de la lactose synthétase est élué de la colonne de tamisage molécu- 

laire en même temps que la galactosyltransférase. 

2 - Analyse de protéines en électrophorèse sur gel de polyacryla- 

mide 

Les fractions issues du tamisage moléculaire (2 g de protéines injec- 

tées) ont été analysées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (12 %) en pré- 

sence de SDS. 



Comme on peut le constater sur la Photo No 2 p. 116, l', -1actalbu- 

mine (14;4 kDa) représente la protéine majeure de la fraction PIZ. Au cours du tami- 

sage moléculaire, les protéines de masse moléculaire supérieure à 30 kDa sont éluées 

en majorité avec l'a-lactalbumine. Cette dernière toutefois se purifie essentiellement 

avec une protéine de 67 kDa et des protéines de t d e  inférieure à 14 kDa, c'est-à- 

dire quand l'activité galactosyltransférasique est optimale (fractions éluées vers 480 

ml). 

C - CONCLUSION 

Le fractionnement par chromatographie de tamisage moléculaire de la 

fraction P'2 du lait, nous révèle une grandehétérogénéité des masses moléculaires 

de l'enzyme pouvant supporter l'activité galactosyltransférasique. Le spectre chro- 

matographique de l'enzyme sur colonne d'ultrogel AcA54 est en effet très large. 

L'optimum de l'activité enzymatique, effective sur les différents 

accepteurs utilisés jusqu'à présent, coüicide avec l'élution de l'a-lactalbumine. En 

fin de chromatographie, les seules protéines visibles en gel de polyacrylamide sont 

l'a-lactalbumine, une protéine de 67 kDa de masse moléculaire et un petit groupe 

de protéines de masse inférieure à 14 kDa. Il semble difficile d'attribuer l'activité 

enzymatique à une masse moléculaire bien précise, mais toutefois la présence d'une 

protéine de 67 kDa en relation avec l'activité galactosyltransférasique pourrait être 

une indication. 

Par .différentes méthodes, de nombreux auteurs ont déterminé la 

taille de la galactosyltransférase. Les résultats sont tous sensiblement différents 



PHOTO 2 : Présentation des protéines éluées de la colonne dtUltrogel AcA54, 

tamisage moléculaire de la fraction P i  du lait Humain(cf Fis; 10 B 

p.113 ) . 
Les protéines sont analysées par électrophorèse sur gel de polyacry- 

lamide( 12%) en présence de SDS. 

Couloirs 1 : Témoins.de masse moléculaire 
2 : Fraction P i  initiale 
3 à 7 : Fractions (10 ml) successivement éluées de la 

colonne: fractions 32-42-48-54-60 



et discutables (voir Chapitre II des Généralités), mais d'une manière générale, elle 

est estimée entre 40 e t  96 kDa dans le lait humain (40 kDa selon Andrews -3-, 50 

et 96 kDa selon Khatra et al.-90-, 55 kDa selon Gerber et al.-62-). 

La purification de nombreuses galactosyltransférases étant réalisée 

par chromatographie d'affinité, nous avons tenu à comparer nos résultats avec ceux 

obtenus avec cette technique afin de mieux analyser l'hétérogénéité apparente de la 

galactosyltransférase du lait. 

II - PURIFICATION DE LA FRACTION P'2 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFI- 

NITE 

Cette méthode est largement utilisée pour la purification de la galac- 

tosyltransférase. Elle permet de sélectionner spécifiquement l'enzyme recherchée en 

adaptant le support chromatographique à la spécificité d'action de l'enzyme. 

Dans le cas de notre étude, différents supports ont été testés. Avec la 

fraction P'2, l'affinité avec l'a-lactalbumine immobilisée, cofacteur de la lactose 

synthétase, n'est pas adaptée ; 1' crlactalbumine libre dans la fraction P'2 serait 

immédiatement compétitrice de celle immobilisée. 

La présence d'hexosaminidases très actives dans la fraction P'2 exclut 

la chromatographie d'affinité avec un accepteur de l'enzyme immobilisé. Les essais 

toutefois réalisés avec le glycopeptide B de l'ovomucoïde sont intéressants mais il 

devient impossible de renouveler l'opération plus de deux fois avec le même support. 



Nous avons donc purifié la galactosyltransférase avec 1'UDP irnmo- 

bilisé. L'enzyme forme, en présence d'ions ~ n + +  , un complexe avec I'UDP . Dans 

un second temps, nous avons poursuivi la purification par chromatographie d'affini- 

té avec la N-acétylglucosarnine immobilisée. 

A - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITÉ SUR UDP-AGAROSE ' ' 

25 mg de la fraction P'2 sont injectés sur la - colonne d'UDP-Agarose. 

Le tampon d'élution est le cacodylate (25 mM) pl1 7,2, MnC12 (25 inM), NaCl (25 

mM), 5-mercaptoéthanol (0'5 mM) et Triton XlOO (2 %). 

L'Clution spécifique de la galactosyltransférase est réalisée, dans un 

premier temps, par un tampon sans MnClzpuis, dans un second temps, en ajoutant 

du NaCl 1M. La Fig. 19.p. 119 présente le profil de l'activité galactosyltrarisférasi- 

que obtenue après chromatographie. 

1 - Analyse de l'activité 

Trois pics d'activité enzymatique sont obtenus : 

* Un pic F1  non retenu sur la colonne d'UDP-Agarose, contient l'eriseirible des 

protéines de la fraction PI2. Le transfert de galactose peut être réalisé avec la 

N-acétylglucosamine, le glycopeptide de l'ovomucoide, l'ovotransferrine et le 

glucose comme accepteurs (Fig. 20 II p. 119). 

* Un pic F2 est élué par le tampon sans ions Mnii. Cette fraction F2, de faible 

amplitude d'activité galactosyltransférasique, réalise essentiellement le trniisfert 

de galactose avec la N-acétylglucosamine et le glycopeptide B de l'ovomucoide 

comme accepteurs (Fig. 20 II 11.119). La synthèse du lactose est très faible et nc'ces- 

site un apport d'exogène en alactalbumine. 



Volume en ml 

Figure lg : Chromatographie d'affinité sur UOP-Agarosa. 

25 mg de la fraction Pl2 du lait humain sont appliqués sur une co- 

Lonnef l. Sx4cm) équilibrée dans un tampon cacodylate( 25mM l ,MnC12( 25mM) 

~ercaptoéthanol(0,5mM).Triton Xl00(2%). L'activité enzymatique 

est mesurée dans les conditions standard avecla N-Acétylglucosamine 

Chaque fraction correspond 1,2ml(FlI , 0,8ml(F2 et F3) . Les élutions 

successives sont indiquées en: 

A : Tampon sans MnC1 2 

B : Tampon sans MnC12 plus NaCl 1M 

F1- F2- Fg : trois pics d'activité enzymatique obtenus 

Volume en ml Volume en ml 

Figure 20 : ChromaCographie d'affinrté sur UDP- Aganose . La galactosyltrans- 
férase de la fraction P'2 au lalt humaln chrcmatographlée(cf Fig. 

19) est riesurée avecdifférents accepteurs: 

(@IN-Acétylglucosamlne,( O!glucose ,( A iovotransfer:lne, 

(alglucose + d -lactalbumine,( rr )giycopeptide 0 de 1 'ovomucoide 

1: Fractlon F? non retenue sur le suoport d'affinité 

II: Fractions F S  et F3 éluees par A (  tampon sans MnCl ) et&( tam- - 2 

pon sans MnC12 plus NaCl LM). 



* Un pic majeur d'activité, F3, est enfin élué de la colonne d'UDP-Agarose par un 

tampon sans ~ n + +  mais enrichi de NaCl 1M. Les fractions sont actives en utilisant 

la N-acétylglucosamine et le glycopeptide B de l'ovomucoïde comme accepteurs 

(Fig. 20 II p. 119). L'activité lactose synthéthase devient négligeable dans ces frac- 

tions. 

2 - Etude des protéines 

L'analyse des fractions F2 et F3 par électrophorèse sur gel de polya- 

crylamide (Photos 3 p. 121), nous confirme l'hétérognéité des masses moléculaires de 

la galactosyltransférase éluée. Peu de différences apparaissent entre ces différentes 

fractions hormis la quantité protéique plus faible dans F2. 

Par immunoélectrophorèse monodimensionnelle (technique des Roc- 

kets), avec un sérum anti-a-lactalbumine (Photos 4 p. 121), la présence d'a-lactalbu- 

mine peut être détectée dans chacune des fractions F1, F2 et F3. Il convient donc 

de purifier davantage par une seconde chromatographie d'affinité : la N-acétylglu- 

cosamine-Agarose. 

B - CHROMATOGRAPHIE SUR GlcNAc-AGAROSE 

Pour éviter la dialyse des fractions F2 et F3, nous avons maintenu 

la présence de NaCl 1M dans le tampon de chromatographie (méthode de Furukawa 

et Roth -60-). F2 et F3 sont donc injectées respectivement sur la colonne (10 ml), 

dans le même tampon cacodylate (25 mM) pH 7'2,~-mercapto-éthanol(0,5 mM), Tri- 

ton XlOO (2 %), NaCl (1M) et MnC12 (25 mM). L'élution spécifique de la galactosyl- 

transférase est réalisée par ce même tampon en présence de N-acétylglucosamine (10 

mM). 



PHOTO 3 : Electrophorèse sur gel de polyacrylarnide 12% en présence de SDS, 
des fractions F2 et F3 obtenues p& chromatographie d'affinité 
(cf Fig. 20 p .<dg) . 
a : F2, fraction retenue et éluée iJar le tampon sans MnCl 2 
b : F3, fraction retenue et éluée par le tampon sans MnC1, plus NaCl 1M 
c : Témoins de masse moléculaire 

L 

d : Fraction P t  initiale 2 

PHOTO 4 : Immunoélectrophorèse monodimensionnelle( technique de ROCKETS), 
des fractions F1, F2 et F3(3 p l )  obtenues après chromatographie 
d'affinité sur UDP-Agarose, contre un sérum anti-q-lactalbumine 
(300 pl/plaque 5x10). 
1-2-3 : fractions de F1 
4 -54  : fractions de F2 
743-9 : fractions de F3 



L'ensemble des résultats est présenté dans la Fig. 21 p. 123et l'activi- 

té mesurée sur les différents accepteurs est exprimée dans le Tableau XVI p.123. 

Ce qu'il faut retenir de ces figures et tableau se résume en deux 

points : 

* la fraction F3 injectée sur la colonne de GlcNAc-Agarose contient une partie de la 

galactosyltransférase qui n'est pas retenue sur le support 

* la fraction retenue quant à elle, possède l'activité N-acétyllactosamine synthétase 

uniquement. 

Enfin, par électrophorèse sur gel de polyacrylarnide coloré au nitra- 

te d'argent ou par immunoélectrophorèse, aucune protéine n'est détectable dans la 

fraction F3 retenue sur GlcNAc-Agarose. La concentration de ces fractions par dia- 
. . 

lyse implique une perte totale de l'activité enzymatique. 

C - CONCLUSION 

1 - Existence de deux activités distinctes ou non ? 

Les résultats que nous venons d'obtenir en purifiant la fraction P'2 par 

chromatographie d'affinité, corrobore ceux de Pertsounis (-145)' qui avait utilisé 

deux autres supports (a-lactalbumine-Sépharose et glycopeptide B de l'ovomucoïde- 

Sépharose). 



Figure 21 : Chromatographie dtaffinitS sur GlcNAc-Agarose. 

Les fractions retenues sur la colonne d'UDP-Agarose(cf Fig. 20) 

sont appliquées sur une colonne de GlcNAc-Agarose(l,Sx6cm),équili- 

brée dans un tampon cacoaylate(25mM). MnC12(25m~),~mercaptoéthanol 

(0,5mM). Triton X100(2%)et NaCl LM. 

~1 et h3 , les deux pics d'activité enzymatiqu&retenus sur 

sur la colonne dlUDP-Agarose. 

~'élution de la galactosyltransférase réalisée sur GlcNAc-Agarose 

se fait en A par le tampon contenant la N-acétylglucosamine(1OmM) 

L'activité enzymatique est mesurée avec la N-acétylglucosamine comme 

acceoreur 'conditions standard). 

TABLEAU XVI : Activité galactosyltransférasique après purification sur UDP-Aga- 

rose et GlcNAc-Agarose. L'activité enzymatique mesurée dans les 

conditions standards, a été mesurée à partir de la fraction la 
. . 

plus active . 

ACCEPTEURS 

GlcNAc Glc 
Glc + Glycopepti- Ovotrans- 

M. -1actalbu- de f3 de l'ove ferrine 
mlne mucoide 

INCORPORATION DU GALACTOSE EN pMole/heure 

Colonne dlUDP-Agarose 
Fraction non 

: 355 390 365 420 150 
retenue (FI) 

Fractlon re- 
tenue(F3) : 350 O 3.5 350 20 

Colonne de GlcNAc-Agarose (F3 injectée) 

Eractlon non : 30 O 3.5 23 6 
/retenue 
1 
1 
~Fracrlon re- 125 O O O O 
tenue 1 .  



En effet, dans tous les cas, les fractions retenues spécifiquement sur 

les supports chromatographiques ne possèdent pas l'activité lactose synthétase. 

Tout se passe comme si cette activité était distincte de l'activité Gale 1-4)GENAc- 

R-galactosyltransférasique. Toutefois, plusieurs éléments nous obligent à nuancer 

cette hypothèse. 

a - Les expériences de compétitions d'accepteurs (Chapitre 1 p.108) révèlent l'exis- 

tence d'un seul site enzymatique. 

b - Les ions ~n.++du tampon et l'a-lactalbumine de la fraction P'2 peuvent avec la 

galactosyltransférase former un complexe stable qui serait exclu des colonnes d'affi- 

nité. 

c -les fractions retenues sur les supports chromatographiques peuvent contenir la 

galactosyltransférase dépourvue du site de fixation avec 18r -lactalbumine. Ceci expli- 

querait pourquoi dans la fraction P'2, la synthèse de la N-acétyllactalbumine soit 

tout aussi importante que celle du lactose. L'a-lactalbumine, connu pour son rôle 

inhibiteur de l'activité N-acétyllactosamine synthétase aurait une fonction limi- 

tée sur la galactosyltransférase de la fraction Pl2. Ce fait a été observé par Prieels 

et  al. (-156-) dans le lait de Vache : la galactosyltransférase possède 3 masses molé- 

culaires (50 - 43 et 38 kDa), seule la protéine de 50 kDa supporte une activité N-acé- 

tyllactosamine synthétase non inhibée par l'a-lactalbumine. 

Une hypothèse de protéolyse endogène est alors avancée pour expli- 

quer les différences de spécificité d'action. 

2 - Masse moléculaire de la galactosyltranférase ? 

Les résultats obtenus grâce aux chromatographies d'affinité permet- 

tent de confirmer ceux de la purification de la fraction P2 par tamisage moléculaire. 

La galactosyltranférase est une enzyme dont la taille n'est pas unique. 



Les résultats des différents auteurs ont été précisés au paragraphe précédent. Il con- 

vient toutefois de rappeler ceux de Gmeiner (-67-) qui prouvent l'existence de galac- 

tosyltransférases hydrophiles et amphiphiles dans le lait humain. Cette distinction 

est née de la protéolyse de la galactosyltransférase des Glandes Mammaires Humai- 

nes, qui se solubilise progressivement pour passer dans le lait. Cette protéolyse im- 

plique l'existence de galactosyltransférases de différentes masses moléculaires dont 

certaines protéines ont gardé le caractère hydrophobe de la protéine initiale. 

Il convient donc de recherckr cette protéine hydrophobe dans la 

fraction P'2 du lait afin de déterminer ses caractéristiques enzymatiques. 

3 - Utilisation du NaCl 1M dans les tampons d'élution 

Enfin on peut s'interroger sur l'utilisation de NaCl 1M dans les tam- 

pons d'élution spécifique des galactosyltransférases des chromatographies d'affini- 

té. 

Comme nous l'avons observé dans nos expériences et dans celles 

de différents auteurs, il est nécessaire pour éluer complètement l'enzyme des sup- 

ports chromatographiques d'ajouter du NaCl 1M voire même 2 ou 3M dans cer- 

tains cas au tampon d'élution. 

Il nous semble donc indispensable de contrôler la réelle affinité de 

l'enzyme pour un support de chromatographie d'affinité. Pour ce faire, nous avons 

appliqué cette technique à la chromatographie de tamisage moléculaire sur Ultrogel 

AcA54. 



III - ISOLEMENT DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE A L'ETAT PUR 

A - MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE 

Comme nous l'avons discuté dans le paragraphe précédent, l'isole- 

ment de la galactosyltransférase par chromatographie d'affinité nécessite l'addi- 

tion de NaCl 1 M  dans le tampon d'élution. Nous avons donc appliqué ce principe 

au cours des tamisages moléculaires réalisés afin d'évaluer le degré d'adsorption 

de l'enzyme pour un support. 

3 g de la fraction P'2 sont injectés sur la colonne (850 ml), dans 

les conditions établies au Chapitre précédent. 50 ml de tampon contenant du NaCl 

1 M  sont injectés selon le cas avant les protéines (Fig. 22 1 p. 127) ou au 113 du frac- 
. . 

tionnement (Fig. 22 11 p. 127). 

Comme l'indiquent ces figures, il apparail un troisième pic d'activi- 

té par rapport au tamisage moléculaire présenté à la Fig. 18 p. 113. Les fractions de 

ce pic ont donc été analysées tout particulièrement. 

B - CARACTERISATION DE L'ACTIVITE DU PIC 3 

Le pic 3 correspond à une activité galactosyltransférasique. Nous ob- 

tenons un transfert de galactose avec la N-acétylglucosamine et le glycopeptide de 

l'ovomucoïde comme accepteurs (Tableau XVII p. 127). 
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Figure 22 : Chromatographie de carnisage noléculaire sur.Ultroge1 AcAS4 . 

3g de la fraction P'2 du lait humain sont injectés sur la colonne dans les 

mêmes conditions que celles décrites à la Fig. 18. L'injection des protéinesest réalisée 

en i , l'addition de NaCl 1M se fait en a, avant l'injection, cas 1, ou 
à 350 ml après injection. cas II. L'activité galactosyltransférasique est 

mesuréeavec la N-Acétylgl~~osamine etIrglycopeptide$e i'ovomucoide 
comme acceoteurr. 

LEGENDE : * O %  O Actlvité enzymatique mesurée sur les fractions non diluées 

A Activité enzymatique mesurée sur les fractions diluées 100 fois 

F : FRACTIÛN 

TABLEAUXV1I:Activité spécifique de la galactosyltransférase des fractions 

75 et 120 gluées respectivement des chromatographie de tamisage 

moléculaire par le tampon contenant du NaCl lM, présentées à la 

Fig. 22 1 et II . 

ACCEPTEURS 

Glycopeptide 
p de 1'ovomucoide(0,5mg/ml 
soit 1, l m  équiv .G~CNAC) 

Glucose ( 10mM) 

Glucose +ci-lactalbumine 
(lOmM) 

Ovotransf errine(lmg/ml 
soit 35 ~Méquivalent GlcNAc) 

INCORPORATION DU GALACTOSE 
pMole/min/mg de protéine 

Fraction 75 Fraction 120 



L'activité spécifique, de l'ordre de 700 pMoles de galactose/min./mg 

de protéine pour la N-acétylglucosarnine comme accepteur, passe à 170 quand il 

s'agit du glucose en présence d' a-lactalbumine ; elle est nulle sans cette protéine. 

C - CARACTERISATION DES PROTEINES 

1 - Par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

Par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (12 %) en présence de 

SDS, les fractions du pic 3 révèlent une grande pureté (Photo 5 couloir 9 et Photo 6 

p. 129). 

Pour la fraction 75 (Fig. 22 p. 127), la bande protéique est située au 

voisinage de 83 kDa de masse moléculaire. Une très fine bande se distingue à envi- 

ron 14,4 kDa de masse moléculaire. 

Dans la seconde chromatographie (Fig. 22 II p. 127), le pic 3 se ré- 

partit sur 6 fractions de 10 ml. Les premières (Photo 6 couloirs e et f p. 129) possè- 

dent 2 bandes protéiques de 110 et 83 kDa environ. Dans les dernières fractions 

(Photo 6 couloirs g et h p. 129), la protéine de masse 83 kDa est unique. 

Le gel de polyacrylamide coloré au nitrate d'argent ne révèle aucune 

autre bande protéique en dehors de 2 traces à 67 et 55 kDa ; ce doublet est en réa- 

lité artéfactuel, il résulte d'une réaction avec le B -mercapto-éthanol du tampon 

d'échantillon (Tasheva et D essev -1 94 bis-). 



PHOTO 5: Electrophorèse sur gel de polyacrylarnide(l2%) en présence de 

SDS des protéines éluées de la chromatographie présentée 

Fig. 221 p.127. 

a b c d  e f h  j k 

PHOTO 6: Electrophorèse sur gel de polyacrylamide(l2%) en présence de 

SDS des fractions du pic 3 éluées de la chromatographie pré- 

sentée à la Fig. 2211 p.127. 

LEGENDE DES PHOTOS 5 et 6: 

1 - 11 et a: Témoins de masse moléculaire 
2 : Fraction Pl initiale 2 
3 à 9 : Fractions(10 ml) éluées successivement de la colonne 

10 :Tampon d'échantillon 

b à k .:Fractions(lOml) éluées successivement de la colonne 

de chromatographie, ~0113-114-115-116-118-lm-121-123 



2 - Par immunoélectrophorèse 

En utilisant un sérum anti-fraction P'2 du lait, nous pouvons cons- 

tater un seul arc de précipitation des fractions testées du pic 3 (Photo 7A p. 13 1). 

En immunoélectrophorèse monodimensionnelie (technique de .Ro- 

ckets), la hauteur des arcs de précipitation est proportionnelie à la concentration pro- 

téique (Photo 7 C p. 131). 
.. 

En immunoélectrophorèse bidimensionnelle, l'unique arc de précipi- 

tation confirme le haut degré de pureté de cette préparation (Photo 7 C p. 131). 

IV - MISE EN EVIDENCE DES DIFFERENTES TAILLES MOLECULAIRES DE LA 

GALACTOSY LTRANSFERASE 

A - TECHNIQUE UTILISEE 

L s  méthode utilisée est celle décrite au paragraphe précédent, 

seule la force ionique du tampon a été modifiée. 

2 g de la fraction P'2 sont injectés sur la colonne d'ultrogel AcA54 

équilibrée dans un tampon cacodylate (12 mlC1) pIi 7,2, hlgC12 (2,5 niM), NaCl (12 

mM), Triton XlOO ( 1  %) et sans 6-mercapto-éthanol. Au cours du fractionnement, 50 

ml de tampon contenant du NaCl 1M sont injectés pour permettre l'élutioii de la frac- 

tion adsorbée sur le support. La courbe d'activité enzymatique est présentée à la Kg. 

23 p. 132 . 



P anti-précipité P; 
O 
- fraction 

r--------i ant i-of-lactalbumine 

- - f 
A- Immunoélectrophorèse monodimensionnelle de la fraction (couloir 

1 PHOTO 6)- 20 pl-contre les sérum anti-précipité P t  et anti-q-lac- 2 
talbumine-100 pl. 

e f g h  

B- Immunoélectrophorèse monodimensionnelle selon la technique de ROCKETS 

des fractions 116-118-120 -121(5 pl)(couloirs e,f,g,h, de la PHOTO 6) 

contre le sérum anti-précipité pt'(1,2 ml/plaque 10x10). 
2 

C- Immunoélectrophorèse bidimensionnelle de la fraction (30 ~ 1 )  

(couloir 1 de la PHOTO 6) contre le sérum anti-précipité P;(400 pl/ 

plaque 10xl?)- lère dimension,lH- 2 ème dimension,l6H. 

PHOTO 7 ; Immunoélectrophorèses du pic 3 d'activité galâctosyltransfé- 

rasique élué de la chromatographie de tamisage moléculaire 

présenté à la Fig. 2211 p.127. 



-ND des Fractions 

Figure 23 : Chromarographie de tamisage m i ë c u i a i r t  s i r  Ultrogel AcAS4. 

Z 
2g de la I rac t ion  P'2 du lait humain sont  i n j ec t é s  sur la 

colonnef860 m l )  dam un tampon de f a ib l e  force ionique : 

cacodylate(2fmM). MgClt (2,SmMI. NaCl (12nM). Triton X-LOO( 1%). Les frac- . 

Uons sont collectées(9ml) e t  L'activité g a l a c t o s y l u ~ s f é r a s i q u e  e s t  

mesurée avec id N-acétyLglu~0Samiae e t  112 ~ i ~ c o o e o t i d e  pde  llovomucoide. 

LEGSNOE : 1. injecclon; a. %ml de t-on contenant du NaCI LM 

. ( P ) .  Act iv i t l  galactmyltracuiérasique mesurée à partt-  des 

f rac t ions  non diluées. 

( A ) Activité gaiathosyltransi6rasiqua mesurée su r  l e s  frac- 

t ions  dLluées ûü f o i s  

( P ) Quantité de protéines exprime6 en mg/ml . 
1.II.m. sont  Les trois pics  d 'ac t iv i té  ga lac tosyl t ramféra-  

s ique  détectÇs . 

1 anti-précipité P' 
n 2 

A O Fraction 125 

a b c d e f g h i  

PHOTO 8 : Immunoélectrophorèses du pic III d'activité galactosyltrans- 

férasique présenté ci-dessus(Fig. 23). 
Y 

A: Imnunoélectrophorèse monodimensionnelle de la fraction 125 

(20 pl) contre les sérum anti-précipité P '  et anti-Y-lacral- 
2 

B- Immunoélectrophorèse monodimensionnelle selon la technique 

des ROCKETS,des fractions éluées successivement de la colonne 

122 à 130(a à i)-5 pl- contre le sérum anti-préci-itS ? ) ! 1 m 1 !  - 

C- Immunoélectrophor~se bidimensionnelle de la fraccion 125 

(20 contre Le sérum anti-précipité P'(400 ~l/piaque10x10). 
2 



B - ANALYSE DE L'ACTIVlTE ENZYMATIQUE 

Comme dans le cas des expériences décrites au paragraphe III, le 

profil de l'activité galactosyltransférasique se découpe en trois pics. Le pic 3 repré- 

sente les fractions enzymatiques adsorbées sur le support. L'activîté spécifique de 

ces fractions, mesurée avec la N-acétylglucosamine comme accepteur, est de 1828 

n Moles de galactose incorporélminlmg de protéine et de 1M3 quand le glycopep- 

tide 6 de l'ovomucoicle est l'accepteur. Cette activité spécifique est 2,5 fois plus éle- 

vée que celle des expériences précédentes (force ionique du tampon, double) soit 38 

fois plus élevée que celle du lait de départ. 

C - ANALYSE DES PROTEINES 

1 - Par immunoélectrophorèse 

Le pic 3 d'activité galactosyltransférasique, étudié plus particuliè- 

rement, révèle un haut degré de pureté en immunoélectrophorèse réalisée avec un 

sérum anti-fraction P'2 (Photos 8 p. 132). Nous obtenons, en effet, un seul arc de 

précipitation. 

2 - Par électrophorèse sur gel de polyacrylarnide 

L'analyse des protéines par électrophorèse sur gel de polyacrylamide . 

12 % en présence de SDS, indique des résultats très différents de ceux des expé- 

riences du paragraphe III (Photo 9 p. 134). 

Chacune des fractions du pic 3 est composée de plusieurs protéines 

qui correspondent pour les majeures aux masses moléculaires - 110 - - 83 - - 67 - et 



PHOTO 9 : Electrophorèse sur gel de polyacrylamide(l2%) en présence de 

SDS des fractions du pic III éluées de la colonne de chromato- 

graphie présentée à la Fig. 23 p.132. 

1 o Témoins de masse moléculaire 

2 : Fraction P' initiale 
2 

o. à g : Fractions 122 à 128 éluées successivement de la colonne 



43 kDa, et, pour les mineures à 30 et 20 kDa. 

On peut se demander, à présent, pourquoi par immunoélectrophorèse 

l'analyse de protéines révèle une homogénéité dans ces fractions alors que l'électro- 

phorèse en gel de polyacrylamide indique une grande hétérogénéité des protéines. 

Avons-nous réussi à visualiser toutes les formes de la galactosyltransfé- 

rase ou s'agit-il d'un phénomène différent ? 

DISCUSSION 

Dans ce Chapitre, nous avons isolé une protéine de masse moléculaire 

83 kDa qui réalise le transfert de galactose avec la N-acétylglucosamine et le glycopep- 

tide 0 de l'ovomucoïde comme accepteurs. Le transfert avec le glucose, même en 

présence d'a -lactalbumine est négligeable. 

L'adsorption d'une enzyme sur un support de tamisage moléculaire 

n'est pas exceptionnelle. Blanken (-19-) rapporte, en effet, dans ses expériences, 

l'existence d'une N-acétylglucosamine (g 1-4) galactosyltransférase de Thymus de 

Veau s'adsorbant sur un support Séphadex G100. Cette enzyme possède une masse 

moléculaire de 83 kDa également. L'auteur n'a cependant pas déterminé la spécifi- 

cité d'action de cette protéine. 

La présence dans le lait humain d'une galactosyltransférase de masse 

moléculaire supérieure à 60 kDa a déjà été rapportée. Khatra et al.(-90-), en puri- 

fiant par chromatographie d'affinité l'enzyme du lait, isolent un doublet de pro- 



téines correspondant à la galactosyltranférase. Elles ont pour taille : 98 et 50 kDa. 

Ces résultats ont été confirmés par Powell et al. (-154-) dans le lait humain et les 

colostrum humains et de Porc. Toutefois, aucun auteur n'a isolé uniquement l'en- 

zyme de taille plus élevée. 

Berger et al. (-13-) ont recherché h s  des liquides biologiques - lait 

humain - liquide amniotique - ascites malignes - les différentes formes de la galacto- 

syltransférase. Pour ce faire, ils ont purifié les anticorps dirigés contre la galacto- 

syltransférase du lait selon la technique de Gerber et al. (-62-). Ces anticorps poly- 

clonaux débarassés des immunoglobines, inhibent jusqu'à 40 % l'activité de la 

galactosyltransférase. Après électro-transfert sur une feuille de nitrocellulose des 

protéines des liquides biologiques ayant subi au préalable une électrophorèse sur gel 

de polyacrylamide, une réaction avec les anticorps polyclonaux est initiée. Pour les 

trois liquides analysés, une réaction immunologique a lieu avec la bande protéique de 

55 kDa de masse moléculaire. Dans le cas du lait humain délipidé, deux autres bandes 

réagissent : celle de masse moléculaire voisine de 110 kDa et celle de 20 kDa. 

Grâce à la propriété amphiphile que possède la galactosyltransférase 

du lait humain, nous avons pu isoler l'enzyme de hautamasse moléculaire 83 kDa voi- 

re 110 kDa pour certaines fractions. Cette protéine ne transfère pas ou très peu de 

galactose sur le glucose. Elle semble donc posséder les caractéristiques enzymatiques 

de la galactosyltransférase que nous avions purifiée par chromatographie d'affinité 

sur UDP-Agarose ou par les méthodes de Pertsounis (-145-). La chromatographie 

d'affinité ne nous avait cependant pas permis de l'isoler à l'état pur. 



En diminuant la force ionique du tampon de tamisage moléculaire, 

la galactosyltransférase adsorbée sur le support chromatographique présente une 

grande hétérogénéité des masses moléculaires. Par immunoélectrophorèse, nous 

constatons que les protéines de ces fractions ont une origine commune puisqu'un seul 

arc de précipitation se forme avec le sérum anti-fraction 

La coexistence des différentes tailles de l'enzyme n'est pas surpre- 

nante, encore faut-il s'assurer que chaque protéine possède bien l'activité galacto- 

syltransférasique . 

Par une technique que nous avons mis au point, nous allons donc 

vérifier l'activité des protéines de ce pic. La méthode employée et les résultats sont 

développés dans le Chapitre III. 

En immunoélectrophorèse, l'homogénéité des fractions révélées 

laisse supposer que l'origine des différentes tailles de l'enzyme serait liée à une pro- 

téolyse endogène, formant ainsi une seule et même famille de galactosyltransférase. 



CHAPITRE: III 

RELATION PROTEINE/ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE 

ET 

MISE EN EVIDENCE D'UNE PROTEOLYSE ENDOGENE DANS LE LAIT HüMAIN 



CHAPITRE III : 

RELATION PROTEINE-ACTIVITE GALACTOSY LTRANSrnRASIQUE ET 

MISE EN EVIDENCE D'UNE PROTEOLYSE ENDOGENE DANS LE LAIT 

Par tamisage moléculaire, nous avons isolé la galactosyltransférase 

adsorbée sur le support chromatographique. Dans un cas particulier, en diminuant 

la force ionique du tampon, nous constatons par électrophorèse sur gel de polyacry- 

lamide que les protéines adsorbées possèdent des tailles moléculaires différentes. 

Toutefois, par immunoélectrophorèse, ces protéines ne forment qu'un seul arc de 

précipitation ce qui nous laisse croire que chaque bande observée correspond à une 

galactosyltransférase qui aurait subi une protéolyse. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons mis au point une techni- 

que qui permet de contrôler l'activité galactosyltransférasique de chaque bande 

obtenue en électrophorèse. 

Nous essaierons, ensuite, de mettre en évidence par différents tami- 

sages moléculaires, la protéolyse de l'enzyme du lait de Femme. 
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Lactose synthase (EC 2.4.1.22) catalyzes the terminal step in the synthesis of lactose 
according to the reaction: UDP-galactose + glucose -, lactose + UDP. The enzymic 
synthesis of the galactose /? 1 -* 4 glucose linkage was first demonstrated by Wakins 

' 
and Hassid (1) in particulate fractions obtained from bovine and guinea pig lactating 
mammary gland. The enzyme present in milk functions'as a lactose synthetase in the 
presence of a-lactalbumin. Without a-lactalbumin, GalTase catalyzes the synthesis of 
N-acetyl lactosamine (2), since this enzyme can also utilize GlcNAc covalently bound 
to an oligosaccharide or a glycoprotein as an acceptor. Roth and Berger (3) showed 
that GalTase was localized in only two or three trans cisternae of the Golgi stacks. It is 
part of the enzymic system involved in the assembly of Asn-linked oligosaccharides (for 
review see Kornfeld and Kornfeld (4)). 

Endogenous proteolytic cleavage of GaiTase has been documented and is more 
important in the milk enzyme than in the serum enzyme which is protected by the 
protease inhibitors in plasma (5). Smith and Brew (6) suggested that soluble GalTase 
may be produced by the proteolytic cleavage of the membrane bound enzyme: 

Electroelution of proteins from polyacrylamide gels and adsorption on an 
immobilized layer such as nitrocellulose is a widespread technique, which allows 
subsequent analysis of the adsorbed proteins. The principles of the procedure known 
as protein blotting have been recently reviewed (7). 

It is shown here that the human milk GalTase activity is very stable to proteolysis 
and after electrotransfer ont0 nitrocellulose following PAGE. several bands, including 
a low molecular weight polypeptide chain of less than 14 kDa were found to exhibit the 
GalTase activity. 

MATERIALS AND METHODS 

uDP-['4C]galactose (from the Radiochemical Centre. .4mersham. England) with 
a specific radioactivity of 310 mCijmole was diluted with cold UDP-Ga1 (from Sigma. 
St Louis. MO)  to give 10,000cpm per assay and 501~1M UDP-Gal. The enzymatic 
assay mixture was: 150mM sodium cacodylate buffer pH 6.5.40 mM MnCI,, 0.1 mM 
ATP, 50 /LM radiolabelled sugar nucleotide precursor, 10 mM acceptor substrate and 
15 111 of the enzyme solution in a final volume of 50 pl. 

The acceptors used were GlcNAc. Glc, ovotransferrin or a glycopeptide fraction 
from hen ovomucoid obtained after pronase digestion as in (8). Since the enzyme 
concentration constituted the limiting factor of the reaction. acceptor concentrations 
were adjusted to give maximal transfer to increase the sensitivity of detection. 
Preincubation of the GalTase preparation was done in the enzymatic assay medium 
prior to the addition of radiolabelled UDP-Ga1 and acceptor. 

A GalTase fraction from human milk was obtained as in (9). Briefly. the milk was 
delipidated by centrifugation and casein was removed at pH 4.6 by precipitation. The 
supernatant from a 33 O,, ammonium sulfate precipitation at pH f 0  was acidified to pH 
4.6 and gave a "Pz" precipitate free of immunoglobulins. This precipitate was dialyzed. 
lyophilized and used to raise an antiserum in rribbits. This fraction was homogenized 
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in the gel filtration buffer by sonication. Its main component was found to be a- 
lactalbumin, as ascertained by cross immuno electrophoresis (10) against monospecific 
anti-a-lactalbumin antibodies (from Sigma, St Louis, MO). 

Gel filtration was performed with a column (2.5 x 140cm) of Ultrogel AcA54 
(from IBF, Villeneuve la Garenne, France) equilibrated with a buffer of the 
composition: 25 mM sodium cacodylate pH 7.1,5 mM MgCl,, 25 mM NaCI, 0.5 m M  
mercapt8ethanol, 0.05% NaN,, 2% Triton X100, lOml fractions were collected. 
Proteins were quantified according to Peterson (1 1). PAGE was performed according to 
Laemmli (12). Blotting was performed with a Biorad (Richmond, CA) apparatus 
according to the manufacturer's instructions. Control lanes, including those 
containing the standard molecular weight proteins (from Pharmacia Uppsala. 
Sweden) were stained with Coomassie blue. Areas on the nitrocellulose blot 
corresponding t o  protein bands were cut out and GalTase activity determined by 
incubation in enzymatic assay medium. The nitrocellulose areas between the stained 
bands were also incubated, to  determine the background. After two hours incubation 
at 37°C. 5 pl of 2 M EDTA was added and the incubation mixture kept on ice and 
spotted on Whatman No. 1 chromatography paper. Descending chromatography was 
performed with ethyl acetate-pyridine-acetic acid-water (5/5/1/3 (v/v)) as solvent. 
Determination of radioactivity on paper by liquid scintillation counting was 
accomplished by placing 1 cm strips in 3 ml of a toluene-based scintillation fluid. 

RESULTS 

Crossed immuno electrophorcsis of the GdlTase preparation from milk showed 
the presence of an r-lactalbumin-GalTase complex. The immuno precipitation line for 
r-lactalb,umin exhibited two peaks, whereas GalTase exhibited a single precipitation 
line nearer to the starting well (Fig. 1A). This pattern probably reflects the dissociation 
of the r-lactalbumin-GalTase complex in both dimensions. 

The stability of GalTase towards endogenous proteases is shown in Fig. 1 B. After 
a 1O0; decrease in the first two hours of incubation. the GalTase activity remained 
constant. Comparison of radioiabelled Ga1 transfer to either GlcNAc. Glc or /3- 
ovomucoid fraction alone, with that obtained when two acceptors were present 
together. showed transfer to the same extent. According to Dixon-and Webb (13). we 
concluded that the same enzymatic site was involved (not shown). 

Moreover. although r-lactalbumin is quantitatively the major protein in the 
preparation. it appears (Fig. 1 B) that part of GalTase activity is independent of it. since 
transfer of Ga1 to GlcNAc was almost twice that to Glc (Fig. 1B). 

On gel filtration on UltrogelAcA54 maximum GalTase activity was associated 
with the maximum of the protein peak (Fig. 2A). A second peak of transferase activity 
was eluted following the inclusion of 1 M NaCl in the buffer (Fig. 2B). This second 
peak had a specific activity of 177 nmole of Gal transferred per minute per mg of 
protein. The purification factor from human milk was estimated to be 37.000. This 
adsorbed material represented less than 5"; of the total activity. 

Material present in peak A (Fig. 2) was subjected to SDS-PAGE and when stained 
with ~oomass i e  blue a main band at 67 kDa was detected (Fig. 3, lane B). The 
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4 - +  OTf p r e -  .-. q l c  i n c u b a f i o r !  

Fig. 1. Characterizarion of the galactosyl transferase 
enriched fraction. A. Cross immuno electrophoresis with 
antibodies raised against the milk rxtract used in this study. 
B. Stability of the galactosyl transferase activity towards 
endogenous porteases. Activity (in ";) is the percentage of 
transfer of gaiactose per mg of protein. GlcNAc: N- 
acetylglucosamine: p ovo: hen ovomucoid pronasic 
glycopeptides; Glc: glucose; OTf: ovotransferrin. Each 
acceptor is in excess versus the enzyme. 
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[ A l  

3'0 $0 1 2  5 
F r a c t i o n  n u m b e r  

Fig. 2. Molecular sieve chromatography with Ultrogel AcA54 of the human milk fraction free 
from casein and immunoglobulins. Continuous line: protein determination. Dotted line: 
Enzymatic activity in pM of galactose transferred into the p-ovomucoid pronasic glycopeptides. 
[A]: Elution in the gel filtration buffer. [BI: This buffer was made 1 M in NaCI. 

-- . . 

-- 9 4 -- m m -  - *-. 

a b c d e f  9 

Fig. 3. Polyacrylarnide gel eiectrophoresis (PAGE) 
analysis of the molecular sieve chromatography 
fractions. A: Lane a: Milk extract. Lane b: maximum 
of the enzymatic peak in gel filtration. Lane c: 

standard molecular weight (in kDa). B: Lanes d, e, f. 
g: elution peak caused by 1 M NaCl in the gel 
filtration buffer. Fractions 124. 125. 126. 127. 



94 6745 30 21 1U 

M I G R A T I O N  ( k D a )  

Plancke. Delpouve and Montreuil 

2 00. 

A A A A  A h  
94 45 30 21 14-4 

67 
M I G R A T I O N  ( k D a )  

Fig. 4. Protein electrotransfer onto nitrocellulose membrane filter after PAGE. Activity 
(pmole of gal): picornole of galactose transferred by the protein adsorbed onto nitrocellulose. A: 
Blotting of the fraction from the maximum of activity after gel filtration. B: Blotting of the 
fraction eluting with 1 M NaCI. 

migration front of these fractions is heavily stained. SDS-PAGE analysis of the material 
desorbed from the AcA54 cdumn by 1 5.2 NaCl showed a main band at 110 kDa 
together with a 45 kDa band and a faint 83 kDa band. 

Electrotransfer of the protein from the gel to a nitrocellulose membrane was 
performed. Analysis of the main peak of enzymatic activity from the Ac.454 column 
showed that GalTase activity was exhibited not only by the 67 kDa band but also to 
higher levels by polypeptides whose molecular weights ranged between 45 and 55 kDa. 
An equivalent amount of transfer was exhibited using fractions comigrating with the 
tracking dye (Fig. 4A). Thus. this polypeptide contains the active site of the enzyme 
and is responsible for about 30°; of the enzymatic activity of the milk extract. The 
recovery of small peptides by adsorption to the nitrocellulose filter is low and as a 
result it is proposed that the GalTase activity has been underestimated by this method. 
Therefore, the actual activity of this peptide in the milk extract would be much higher. 

In order to  determine the molecular weight of the small peptide a 10 ", gel was run 
(not shown). However, after blotting. a very low enzymatic activity was measured. This 
result suggests that lipids which may be present in the migration front of the 12"; gel 
comigrate with the small peptidecontaining GalTase activity. In the 10". gel. only one 
band having a molecular weight of 8.5  kDa was stained (not shown). 

The small peptide containing the active site was dissociated from other parts of the 
molecule only after PAGE and not after gel filtration. Detergent was present in both 

- techniques: 1 SDS in PAGE and 2?< Triton XlOO in molecular sieve 
chromatography. The fragments of proteolysis are thus more eficiently dissociated by 
more reducing agent, /3-mercaptoethanol in PAGE. In fact, 10 mM mercaptoethanol 
in gel filtration led to smaller peptides but the enzymatic activity was lost (not shown). 
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Table 1. Specific activity: transfer of galactose (in nanomole/mg of protein) 

Molecular Blotting 
Fraction sieve Blotting yield 

Peak A 
Peak B 

The hydrophobic polypeptides with GalTase activity desorbed from the AcA54 
column by 1 M NaCl displayed a high level of GalTase activity after blotting (Fig. 
4B). However. this activity was displayed over a continuous range of molecular 
weights from 45 kDa to more than 110 kDa. A higher level of activity was found for the 
83 kDa band. 

The efficiency of blotting was evaluated for the two peaks of enzymatic activity 
separated on the AcA.54 column by comparing the specific activities before and after 
electrotransfer. Table 1 shows that the blotting of the non-adsorbed fraction (in A, Fig. 
2), containing the active site peptide resulted in a lower yield of recovery of specific 
activity with respect to that of the adsorbed hydrophobic polypeptides of higher 
molecular weight which retained more of their enzymic activity. 

DISCUSSION 

GaiTase activity in preparations of proteoiyzed milk was found to be stable to 
proteolysis by endogenous proteases. One antigenic species was found in the milk 
extract by cross immuno electrophoresis for GalTase and only one major peak was 
eluted from the AcA.54 column which had a molecular weight of 67 kDa in SDS- 
PAGE. Some minor hydrophobic components of GalTase were bound by the AcA54 
matrix. Their membranous location may have protected them from proteolysis since a 
polypeptide of 110 kDa was the main component on SDS-PAGE. 

When analyzed by blotting. these hydrophobic components displayed a GalTase 
rictivity over a continuous range of molecular weights from 45 kDa to 110 kDa. 
Analysis of the main peak of enzymntic activity eluted from the AcA.54 column after 
blotting showed that GalTase activity was exhibited by polypeptides in the range of 
45-55 kDa. Moreover. the same level of activity was found for the migration front. The 
corresponding molecular weight was less than 14 kDa. 

The heterogeneity in molecular weight of GalTase preparations has been found in 
delipidated milk by Berger et (il. (14). Specific polyclonal antibodies inhibiting the 
GalTase activity revealed by the immune replica technique a 55 kDa protein for the 
milk enzyme. This band was surrounded by other bands between 40 kDa and 70 kDa. 
A minor band which appears to be slightly displaced of approximately 110 LDa was 
identified. This observation is in good agreement with the pattern of activity presented 
here in this area of the gel. Two peptides in the 70 kDa range were also stained by the 
~intibodies. Again. as in our experiments. we assume that for low molecular weight 
peptides. electroblotting efficiency onto nitroceIliilose is low. and these small peptides 
;ire quantitatively underestimated. 
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The finding of a 67 kDa protein in fractions under maximum GalTase activity in 
molecular sieve chromatography is in agreement with the work of Furukawa and Roth 
(15). This band was found for two different afinity purified GalTases. One enzyme 
transferred Ga1 from UDP-Ga1 to form a @-(l-. 4)-linkage to GlcNAc or asialo- 
agalactoa,-acid glycoprotein. The other enzyme formed a B-(l-.* 3)-linkage to 
AsOSM (asialo-(ovine submaxillary mucin)). 

On gel filtration, a single activity peak with a molecular weight of more than 
80,000 has been observed by different authors (5,16). Khatra et al. (17) and Powell and 
Brew (18) reported that preparations of human and bovine milk enzymes contained a 
minor contaminant of 100 kDa in addition to the major component of 40-50 kDa. 
This minor component disappeared after treatment with 2-mercaptoethanol in the 
presence of SDS or urea. 

Proteolytic conversion of the molecular forms of bovine milk GalTase has been 
carried out by Magee et al. (19). Trypsin digestion led to a 40 kDa polypeptide in SDS- 
PAGE, whereas chymotrypsin digestion led to the formation of a small peptide which 
migrated near the tracking dye. Thus, the milk presumably contains not only a trypsin- 
like activity as shown by these authors, but also a chymotrypsin-like activity which has 
led to the small active site polypeptide which can still exhibit, even after blotting, a 
GalTase activity. 

The presence of endogenous proteases explains the persistence of considerable 
uncertainty about thesize heterogeniety of GalTases. However, in cloning experiments 
by Narimatsu et al. (20) the largest peptide that was synthesized in an in uitro 
translational system programmed with the hybrid selected mRNA was about 65 kDa. 
The presence of multiple mRNAs with variable sizes and with sequence differences at 
the 5' end raised, for these authors, the possibility that some of the smaller size proteins 
ma y be directly synthesized from different size mRN As. 

The enzymic blotting assay presented nere may Lie useful to check any preparation 
of GalTase. Its sensitivity is comparable with immunoblotting. This is why it could be 
used for screening genomic libraries or for testing in vitro translation products of 
mRNA. 

Decreasing acceptor concentration would eventually lead to the ability to 
distinguish differences in specificity between different molecular weight polypeptides of 
the enzyme, but in this case the detection level would be higher since in Our study the 
acceptor concentrations were chosen to give the maximum transfer. It should be noted 
that. in vivo, the enzyme works in conditions of limited acceptor availability. 

Thus, GalTase seems to have a polypeptide containing the active site to which is 
linked another polypeptide chain responsible for the regulation by 1-lactalbumin. A 
hydrophobic part of the whole molecule seems to be responsible for the interactions 
with membranes. This scheme of organization may be shared by other transferases 
(21 ). 
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II - MISE EN ÉVIDENCE D'UNE PROTEOLYSE ENDOGENE DANS LE LAIT 

A - RECYCLAGE DE CERTAINES FRACTIONS SUR ULTROGEL 

AcA54 

1 - Premier passage sur Ultrogel AcA54 

Un premier passage de la fraction P'2 du lait (2 g) sur la colonne d'Ul- 

trogel .AcA54 a été réalisé dans un tampon cacodylate (25 mM), MgCl2 (5 mM) 

B -mercapto-éthanol (0,5 mM), Triton XlOO (0,2 %) et NaCl 1M. La présence de NaCl 

1M permet d'annuler les adsorptions sur le support chromatographique et 0,2 % de 

Triton XlOO permet d'activer suffisamment l'enzyme sans modifier la séparation des 

protéines que l'on peut alors doser plus facilement. 

Le profil chromatographique est présenté à la Fig. 24 p. 149. On cons- 

tate que la présence de NaCl 1M dans le tampon d'élution, a un effet positif sur la sé- 

paration des protéines. On distingue cette fois 2 pics majeurs de protéines mais l'élu- 

tion de la galactosyltransférase reste pratiquement inchangée par rapport aux chroma- 

tographies précédentes. Si l'optimum de l'activité enzymatique est obtenu au niveau 

de la fraction 37, aucune activité n'est détectable au niveau des fractions du second 

pic protéique constitué essentiellement par l& -lactalbumine (Photo 10 p. 149). 

2 - Recyclage des fractions actives 

Les fractions actives issues de ce tamisage moléculaire sont recyclées 

dans les mêmes conditions. Ainsi, les fractions 25 à 29 (pic 1 d'activité enzymatique 



Figure 24 : Chromatographie de tamisage moléculaire sur Ultrogel AcA54. 

La fraction P'2 du lait humain (2g) est injectée sur la colonne 

(860~11) ,équilibrée dans un tampon cacodylatei25mM). MgCl2 

(5mM). $mercaptoéthanol(O,SnM) ,N~c~(IM) et Triton ~-1OC($9k).  

Les fractions(l0ml) sont collectées et l'activita galactosyl- 

transférasiqueavec mesurée sur la N-ecétylglucosamine. 

LEGENDE ( A )  Quantité de protéines en mg/ml 

( a )  Activité galactosyltransférasique testée sur les fractions 
non diluées 

( * )  ~ctivite ~iact~syitransférasi~ue mesurée sur les fractions 
diluées au 1/25. 

TlsrYs 25 : ChrOUtog~aphie do t u z s a g e  n o l é e u l a ~ r e  sur Ultrogsl A&%: 

lacyelrg. des frsction. I i i u ~ s  d'un prn ier  cuir-. lo l icu-  

l i x e  sur Ultrogel AcA54 de l a  f r a c t i o n  P'2 du lilt h-in 

(cf Flg. 24 1. 50i1 dos f r a e t i o m  25 1 29 de 1. prenrdra chro- 

m~cographisirepresentc par-i e t  50 m l  des f rac t ions  M A 

34 (e) ont 6x6 succsslvement ~ n j e s t 6 c s  s u  l a  colonne equi- 

libre. dans l e  mèie taniPen détaillé a l a  F i s . 2 4  L 'ac t iv i tk  

g a l a c C o s y l ~ a n s f ~ r a s 1 q ~ e  des f r a c t i o n s  c011cctics(10m1~ a 6 t6  

mesurSaavce l a  N-acccylglucosraiin. E-t accePcew 

LECENDE 1P Activitc galactoiylcr-f6ras1que des f rac t lona  dllu6eS 

25 ro is .  du p r m l c r  taalsaga nolacula i rs  

A Activ~CC galact01yltr~nsf€ras1q~e d e i  fraction. non d i l u i e s  

&prés recyclage <es f racc ioni  25-29( r l e t  30-34( o 1 .  

A ouanrit6 de protéincm en mg/ml 

PHOTO 10: Electrophorèse sur gel de polyacrylamide(l5X) 
en présence de SDS, des protéines de la fraction 
P t  chromatographiée par tamisage moléculaire 

2 
dans les conditions précisées à la Fig. 24 

Légende : 
3 - Témoins de masse moléculaire 

1 à 9 - Protéines des fractions 30-35-37-40- 
4345-48-50 présentées Fig.24. 



élué au volume mort de la colonne) et les fractions 30 à 34 (partie du pic 2 d'activi- 

té enzymatique) sont recyclées successivement. La Fig. 25 p. 149, résume les profils 

d'activité galactosyltranférasique obtenus. 

Quelles que soient les fractions recyclées, l'élution optimale de l'enzy- 

me se situe aûwiveau de la fraction 37. Cette fraction possédait déjà l'activité opti- 

male lors du premier passage. 

B - FRACTIONNEMENT EN FPLC DE TAMISAGE MOLECULAIRE 

DE LA FRACTION P'2 PRGINCUBEE A 37" C 

Nous avons fractionné sur Supérose 12 en FPLC de tamisage molécu- 

laire, la fraction P'2 du lait après différents temps de préincubation à 37O C. 

1 mg de protéines sont injectées sur la colonne (24 ml) avec le même 

tampon décrit ci-dessus. Le profil du fractionnement est présenté à la Fig. 26 A p.151 

Les mêmes fractionnements sont réalisés avec la fraction P'2 préin- 

cubée 6 H et 24 H à 37O C. Les différents profils d'activité galactosyltransférasi- 

ques sont résumés à la Fig. 26 B p. 151. 

Quand la fraction P'2 est fraîchement solubilisée et injectée immédia- 

tement sur la colonne, la galactosyltransférase est éluée dès la fraction 25, l'optimum 

d'activité étant dans la fractions 33. ~ ~ r è s  incubation des protéines de départ, l'élu- 

tion de l'enzyme ne commence qu'à partir des fractions 28 et 30 respectivement 

après 6 H ou 24 H à 37' C. L'optimum de l'activité se situe dans la fractions 34, l'ad- 

sorbance à 280 mm est identique dans tous les cas. 



N' des Fractions 

NO des Fractions 

Figure 26 : Profils des fractionnements de la fraction P'2 du lait humain 

en F.P.L.C. sur Supérose 12 . 
Le tampon utilisé est le cacodylate(25 mM) pH 7,l; MgC12(5rnM); 

~mercaptoéthanol(1mM); Triton X100( 2%); NaCl(1M). L'activité 

enzymatique mesurée sur la N-Acétylglucosamine est exprimée en 

nombre de cpm de P'cI~al incorporé sur 1 'accepteur. Chaque fraction 

correspond à 0,4 ml. 

A : Profil réalisé après solubilisation immédiate du précipité P ' 2  

B : Profil réalisé après préincubation de la fraction P'2 . 

LEGENDE : A Sans préincubation; 6 heures et +24  heures de préincubation. 



C - CONCLUSION 

Dans cette série d'expériences nous avons assisté à la conl~rsion de la 

molécule enzymatique de masse moléculaire la plus élevée en molécule de plus faible 

taille. Deux phénomènes se produisent. Il s'agit, dans un premier temps, d'une solubi- 

lisation progressive des protéines de la fraction P'2. Au cours du recyclage des frac- 

tions éluées au volume mort de la colonne d'Ultroge1 AcA54, la dissociation de com- 

plexes présents dans la fraction P'2 initiale devient alors possible. L'élution de la ga- 

lactosyltransférase est ainsi moins étalée. 

Dans un second temps, la préincubation à 37' C accélère la dégrada- 

tion protéolytique des protéines. Ainsi, par tamisage moléculaire on observe la dégra- 

dation des molécules enzymatiques actives, de masse moléculaire élevée. 

III - CONCLUSION 

A l'issue de cette étude, une question n'a pas obtenu de réponse dans 

l'ensemble des expériences réalisées. Pour quelles raisons l'enzyme de masse molécu- 

laire élevée n'utilise pas le glucose commme accepteur ? Existe t-il un fragment dans 

la protéine qui permet de contrôler la synthèse du lactose ? Ou peut-on parler d'une 

seule classe de galactosyltransférases qui, après action de protéases spécifiques, met- 

trait en évidence des sites d'action précis ? 

Nous avons tenté d'étudier cette dernière hypothèse en utilisant un 

matériel comprenant plusieurs types de galactosyltransférases non solubles. Pour ce 

faire, nous avons choisi les cellules de reins de Hamster (BHK) cultivées au laboratoi- 

re. 
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CHAPITRE IV : 

ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASIQUES 

DES CELLULES DE REIN DE HAMSTER : 

MISE EN EVIDENCE D'UNE NOUVELLE ACTIVITE ENZYMATIQUE 

Introduction 

A l'issue des travaux menés sur la galactosyltransférase du lait humain, 

nous avons identifié ou isolé des fractions peptidiques supportant toutes l'activité 

enzymatique. Le site de régularisationde lk-lactalbumine semble perturbé, toutefois un 

seul type de liaison peut être réalisé : l'enzyme fixe uniquement le galactose sur une 

N-acétylglucosarnine libre ou en position terminale non réductrice. Par conséquent, la 

protéolyse de la galactosyltransférase du lait conduit à une modification de la spéci- 

ficité d'action selon l'accepteur utilisé, mais ne permet pas la galactosylation de 

nouveaux substrats. Réciproquement, les résultats du clônage de la galactosyltrans- 

férase du lait de Vache (Narimatsu et al.- 128 -) laissent supposer qu'il est possible de 

générer une famille de galactosyltransférases à partir d'un mRNA de faible taille (4'5 

kbases) et que l'augmentation de la taille de l'enzyme conduit à la haute spécificité 

d'action et de régulation bien connue chez ces enzymes. 

Dans le même contexte, nous avons voulu savoir si, pour d'autres 

galactosyltrmsférases, en particulier les molécules intégrées aux membranes, il était 

possible d'époiiser le même schéma d'action des galactosyltransférases du lait. Pour 

cela, nous avons choisi comme modèles les cellules de rein de Hamster (Cellules 

BHK) cultivées au laboratoire. 



L'intérêt d'utiliser ces cellules est double : 
. . - - . - 

* Deux familles de galactosyltransférases sont intégrées dans les mem- 

branes de ces cellules et réalisent respectivement les liaisons suivantes (Gleesson et al. 

-66-) : 

- Gal B 1-4 GlcNAc (1) 

- Gal B 1-3 GalNAc (2) 
2 

Les accepteurs de la première galactosyltransférase (1) sont les glyco- 

protéines de type N- ou oligosaccharides possédant chacun une N-acétylglucosamine 

en position terminale non réductrice (Blanken e t  al. -19-). La seconde enzyme (2) 

transfère du galactose sur des glycoprotéines de type mucine possédant une N-acétyl- 

galactosamine en position terminale (Gleesson e t  al.-66-). 

* Existence dans les membranes d'une glycoprotéine possédant une 

liaison Galal-3 Ga1 dans la structure suivante (Plancke et al.-150-) : 

L'enzyme responsable du branchement (Gd a 1-3 Gal) n'a pas encore 

été caractérisée dans les cellules BHK. Elle a été isolée en revanche du thymus de 

Veau (Blanken et al.-18-) et de tumeurs d'Ascites d'Elrlich (Elices e t  al.-47-) et détec- 

tée dans des extraits bruts de cellules teratocarcinoma line F9 de Souris (Cummings e t  

al.- 34 bis). 

Par rapport au lait, les cellules BHK ont l'avantage de posséder deux 

ou trois enzymes de type galactosyltranférasique. Il s'agit donc de vérifier que les 

sites d'action de chaque enzyme soieotbien distinctes et que la dégradation protéoly- 

tique éventuelle n'affecte pas la spécificité d'action. 



Il est donc nécessaire : 

- de détecter l'ensemble des activités galactosyltransférasiques 

- de caractériser l'activité Gal a 1-3 - Ga1 - galactosyltransférasique 
-de comparer les spécificités d'action en fonction de la protéolyse 

afin de comparer les résultats avec ceux obtenus du lait. 



1 - ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASIQUES PRESENTES DANS LES 

CELLULES DE REINS DE HAMSTER (Cellules BHK) 

A - SUBSTRATS ACCEPTEURS 

Après solubilisation des molécules enzymatiques des cellules BHK 

(cf. Chapitre Matériel et Méthodes p. 86)' les activités galactosyltransférasiques ont 

été mesurées à partir de plusieurs substrats. Le Tableau XVIII p. 157 résume l'ensem- 

ble des résultats obtenus. 

Par rapport au lait humain, trois autres substrats sont accepteurs de 

galactose : 

- la N-acétyllactosamine 

- le glycopeptide d'orosomucoïde désialylé (Asialo - - glycopepti- 

de - acide) 

- la mucine sous-maxillaire de Mouton 

Comme dans le lait, la N-acétylglucosamine et le glycopeptide~ de 

l'ovomucoide sont également accepteurs de galactose. 

Compte tenu de la structure de ces différents substrats, il est proba- 

ble que le type de liaison formé soit différent selon l'accepteur. 

B - DETERMINATION DU NOMBRE DE SITE D'ACTION ENZY- 

MATIQUE 

Pour connaitre le nombre d'enzymes impliquées dans la galactosyla- 

tion des oligosaccharides ou glycopeptides utilisés, nous avons déterminé le nombre 

de sites d'action retrouvés dans l'extrait brut des cellules BHK. 



TABLEAU XVIIIlh-ansfert de galactose réalisé par les extraits bruts de cellules 

BHK sur différents accepteurs. Les activités galactosyltransférasi- 

ques ont été mesurées dans les conditions standard . L'incubation 
a été conduite $endant 1H. ( A )  ou 2H30 (a). Ltincor20ration du 

14c-~al sur les accepteurs est déterminée par chromatographie pa- 

pier. eour chaque cas, le résultat exprimé correspond à l'incorpo- 

ration nette du galactose(i.e. sans la radio-activité retrouvée 

au niveau du témoin sans accepteur). 

ACCEPTEURS INCORPORATION DU GALACTOSE 

en pMole/h/mg de protéine 

Glucose -10mM- +d-lactalbumine 
(O,lmg/ml) 

Glycopeptide 
de I'ovomucoide - O,5mg/ml 

(soit 1,lrnM équivalent GlcNAc) 

Ovotransferrine - lmg/ml- 
(soit 35 PM équivalent GlcNAc) 

Galactose -10mM- 

Glycopeptides de l'orosomucoide 
désialylés - 5mg/ml- (soit 8,7rnM 
équivalent Gal) 

Mucine sous maxillaire de mouton 
désialylée - 3,2mg/ml - 



Ainsi, par une expérience de compétition de substrats et utilisation des 

formules de Dixon et Webb (-42-), il est possible d'identifier 3 enzymes distinctes 

(Tableau XIX p. 159): 

- le  transfert de galactose sur le glycopeptide de l'orosomucoïde dé- 

sialylé et sur le N-acétyllactosamine est réalisé par la même enzyme 

- deux enzymes distinctes agissent avec la N-acétyllactosarnine et le 

glycopeptide B de l'ovomucoïde comme accepteurs 

- deux enzymes différentes sont actives avec la mucine sous-maxillaire 

de Mouton désialylée et la N-acétyllactosamine comme accepteurs 

- des enzymes utilisant cette même mucine et le glycopeptide 6- de 

l'ovomucoïde comme accepteurs sont distinctes 

Nous avons vérifié que l'enzyme responsable du transfert de galacto- 

se sur la N-acétylglucosamine et le glycopeptide 6 de l'ovomucoïde était identique. 

La N-acétylglucosamine n'a plus été utilisée ultérieurement pour les compétitions de 

substrats car la mesure des différents produits formés après réaction enzymatique 

n'est pas possible en chromatographie papier. 

Par conséquent, nous déduisons que, dans l'extrait brut des cellules 

BHK, nous sommes en présence d'au moins 3 galactosyltransférases agissant séparé- 

ment à partir des accepteurs : 

- la N-acétylglucosamine et glycopeptide 8 de l'ovomucoïde 

- mucine sous-maxillaire de Mouton désialylée 

- la N-acétyllactosamine et glycopeptide d'oromucoïde désialylé. 

Compte tenu des résultats acquis de Gleeson et al.(-66-) ou Blanken 

(18)' il n'est pas surprenant de distinguer les deux premières enzymes identifiées par 



TABLEAU XIX : Compétitions de substrats, accepteurs des galactosyltransférases 

des extraits bruts de cellules BHK . Les milieux d'incubation 
contiennenx tous les composés décrits dans le Matériel et Méthodes 

et après 2H30 de réaction, la radioactivité est comptée au niveau 

de l'accepteur. A partir des valeurs des constantes d'affinité 

et de la vitesse maximale de réaction déterminées pour chaque 

accepteur, la vitesse de réaction est calculée pour le cas QÛ 

2 accepteurs sont en compétition pour un site enzymatique commun, 

grâce à l'équation: 

v : vitesse totale de réaction ; V et V2 : vitesses maximales 
1 

pour chacun des substrats ; S et S2 : concentration de chacun des 
1 

accepteurs ; K et K2 : les constantes d'affinité respectives des 
1 

différents substrats. La vitesse totale calculée dans le cas de 

deux paires indépendantes enzyme-substrat, est la somme des vites- 

ses trouvées pour chaque substrat testé séparément. 

: ACCEPTEURS en mg/ml INCORPORATION DU GALACTOSE 

en pMole/h/mg de protéine ........................................ .................................... e *  

: ASOR LacNac OSM dés. povo trouvée calculée pour : 
1 enzyme 2 enzymes 

ASOR : Glycopeptide de l'orosomucoide désialylé 

LacNAc : N-acétyllactosamine 

OSM dés. : Mucine sous maxillaire de mouton désialylée 

~ O V O  : glycopeptide p de l'ovomucoide 
l 



ces auteurs en W A c  0 1 4  galactosyltransférase et GalNAc 0 1-3 galactosyltransfé- 

rase. En revanche, aucun auteur n'avait utilisé les accepteurs à N-acétyllactosamine 

en position terminale non réductrice. Même si l'on sait que dans le thymus de Veau 

(Blanken -18-) ou dans les tumeurs d'ascites d'Ehrlich (Elices et al. -47-) ces subs- 

trats sont les accepteurs de la LacNAca 1-3 galactosyltransférase, il convient de vé- 

rifier que dans les cellules BHK, cette action enzymatique ne soit par artéfactuele 

et corresponde à la famille des galactosyltransférases. 

II - CARACTERISATION DE L'ACTIVITÉ Ga1 - LacNAc - R - GALACTOSYL- 

TRANSFERASIQUE 

A - EXIGENCES DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

La composition du système d'incubation enzymatique a été modi- 

fiée afin de contrôler que le transfert de galactose sur les accepteurs à N-acétyl- 

lactosamine en position terminale non réductrice était bien le fait d'une galacto- 

syltransférase. Le Tableau XX p. 160 résume les résultats obtenus et prouve que 

l'action mesurée est l'objet d'une enzyme agissant en présence UDP-G%M~+' et 

accepteur de galactose. 

B - IDENTIFICATION DES PRODUITS DE LA REACTION 

La Fig. No 29 p. 162 indique la répartition de la radioactivité le long 

de la chromatographie papier après réaction enzymatique. Ainsi, après élimination de 

réactions de type chimique ou enzymatique endogène, on peut indiquer que le 



TABLEAU XX : Exigences de 1'UDP-Gal:asialoaZ glycopeptbde acide-galactosyl- 

transférase et de 1'UDP-Ga1:N-acétyllactosamine - galactosyltrans- 
férase. les activités sont mesurées deans les conditions standard . 
L'incubation est conduite à 3 7 O C  pendant 2H30. Les déviations dans le 

système d'incubation sont précisées. 

Composition du système 

d ' incubation 

INCORPORATION DU GALACTOSE 
: en pMole/h/mg de protéine 

ACCEPTEURS 

: Asialo-o(- glyco- : N-acétyllacto* 
. peptide acide -samine 

. . 

Système standard 

Moins accapteur 

Moins enzyme (extaits des 
cellules BHK) 

Moins Ml2 

Moins AMP 



Ne d e i  Froctians N* der Fractions 
LrNr - 0d 

en présence dlASOR en présence de 

C 

N' d e s  Fractions N' des Fractions 

Figure 29 : Répartition de la radioactivité le long de la chromatographie papier 

après incubation dans le système standard d ' U D P - ~ ~ C - G ~ ~  et d l extraits 

bruts de cellules BHK ,pendant 2H30.Les variations du système enzyrna- 

tique sont en A : sans extraits bruts, en B : sans accepteur; en 

C : système complet avec les glycopeptides de l'orosornucoide désialy- 

lés(AS0R) , en D : le système complet en présence de N-acétyllactosa- 
mine(LacNAc). 

En abscisse: le nombre de fractions comptées dans un compteur à scintillation 

liquide de la chromatographie sur papier après réaction enzymatique 

Le O correspond au trait de dépot, la flêche indique la migration du 

du témoin Orangé GN. 

En ordonnée : La répartition de la radioactivité est calculée par l'intégrateur 

couplé au compteur. le chiffre10 est attribué à la valeur la plus 

élevée ,comptée pour l'ensemble de la chromatographie. 



taux de galactosylation de la N-acétyllactosamine est de l'ordre de 220 pmoles de 

galactose incorporé/h/mg de protéine contre 210 avec le glycopeptide de l'oroso- 

mucoïde désialylé et ce, dans les conditions standard d'incubation établies. 

C - VARIATION DE LA CONCENTRATION EN ACCEPTEUR 

Les constantes d'affinité pour la N-acétyllactosamine et le glycopepti- 

de l'orosomucoïde désialylé ont été déterminées. Elles sont respectivement de 1'38 

mM et de 0'97 mM (Exprimée en équivalent galactose), Fig. No 30 et 31 p. 164. Ces 

résultats sont à comparer avec ceux déterminés par Blanken et al.(-18) dans le thy- 

mus de Veau qui établissent des Km de 2,7 mM et 3,7 mM respectivement pour ces 

mêmes accepteurs ou avec ceux définis par Elices et a1.(47-) qui sont de 1'15 mM et 

0,10 mM respectivement (N-acétyllactosamine et glycopeptide de l'orosomucoïde 

désialylé) . 

D - CARACTERISATION DU TYPE DE LIAISON FORMEE 

La purification partielle par chromatographie d'affinité sur UDP-Aga- 

rose ou par tamisage moléculaire en FPLC sur Supérose 12, de l'extrait brut des cel- 

lules BHK, ne permet pas en une seule étape de séparer convenablement les trois ga- 

lactosyltransférases. De plus, la présence de galactosidases hexosaminidases ou pyro- 

phosphatases interfèrent sur les produits de réaction galactosyltransférasique. Par 

conséquent, il n'est pas envisageable de déterminer le type de liaison formé par 

l'action enzymatique étudiée sans passer par un protocole complexe de purification 

de l'extrait. 



Figure 31 : Variation de la concentration en N-acétyllactosamine en fonction 

1 5 10 

Concentration en (rng/ml)-' 

Figur,? 30 : Effet de la variation de la concent~ûtion en glycoaeptide de l'oro- 

somucoide désialylé dans les essais enzymatiques en présence d'extraits 

bruts de cellule BHK. Le taux de 14c-~al incorporé au niveau de l'ac- 

cepteur est exprimé en pMole/h/mg de protéine(A.S.1 et la concentra- 

?ion en ~ccepkeur est en mg/ml(schéma inserré * ) .  La figure repré- 

sentée par , correspond à l'inverse des valeurs de l'incorporation 

du galactose en fonction de l'inverse de la concentraticn en accepteurs. 

Le point d'intersection de la droite avec l'axe des abscissescorres- 

pond à -l/Km, ce qui donne un Km de l'ordre de 0,62mg/ml. - 

de l'activité de la galactosyltransférase des extràits bruts de cel- 

lules BHK. Les résultats sont représentés selon le modèle de SCATCHARD 

( @),la pente A indique la valeur de la constante d'affinité. Le 

schéma inserré( f i )  a la même légende que celui de la Fig. 30. 
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Toutefois, notre approche du sujet, calquée sur les méthodes de Blanken et aL(-18-) 

et Elices et al. (-47-) et la confrontation des résultats obtenus, nous permettent de 

croire que l'activité galactosyltransférasique détectée sur la N-acétyllactosarnine et  

le glycopeptide de l'orosomucoïde désialylé engendre une liaison de type Gala-1-3 - 

LacNAc - R. Cela constituerait notre hypothèse de travail pour de futures investi- 

gations. Dans un tel cas, il serait très intéressant de pouvoir purifier cette galacto- 

syltransférase en incluant une étape de chromatographie d'affinité en immobili- 

sant le glycopeptide isolé des membranes des cellules BHK par Plancke et al. 

I 
(-150-) et accepteur d'un galactose lié en al-3 sur 1 une des quatre antennes. 

III - PERSPECTIVES : RELATIONS ENTRE SPECIFICITE D'ACTION ET MASSE 

MOLECULAIRE DE L'ENZYME 

Après avoir précisé l'ensemble des activités galactosyltransférasiques 

détectées dans les cellules BHK, nous avons suivi la répartition des activités au cours 

du fractionnement de l'extrait brut et par tamisage moléculaire sur Supérose 12 en 

FPLC. Les résultats obtenus sont présentés Fig. No 32 p. 166. 

Deux activités distinctes peuvent être séparées par cette technique : 

celle qui agit en présence de mucine sous maxillaire de mouton désialylée et celle 

avec la N-acétyllactosamine comme accepteurs. En revanche, l'activité enzymatique 

en présence de N-acétylglucosamine se répartit en 2 pics. Ce résultat peut être attri- 

bué au choix de l'accepteur insuffisamment spécifique dans ces essais ou à l'exis- 

tence de deux activités enzymatiques pour un même type de liaison. En effet, selon 

Gleeson et  al. (66)' l'activité galactosyltransférasique des cellules BHK en présence de 

N-acétylglucosamine ou d'ovalbumine comme acceptemn'est retenue qu'à 50 % par 

chromatographie d'affinité avec l'a-lactalbumine immobilisée. Après plusieurs essais, 

ils concluent qu'il existe dans les cellules BHK deux activités enzymatiques réalisant 

le même type liaison mais possédant des affinités différentes pour l'a-lactalbumine. 



Volume en ml 

Figure 32 : Tamisage moléculaire en-.FPLC sur Supérose 12 des extraits bruts de 

cellule~BHK. 5mg de protéines sont injectés sur la colonne dans un 

tampon cacodylate(25mM), MgC12(5mM), ~mercaptoéthanol(0,5mM), 

Triton X-100(0,2%) et NaCl (1M). L'absorbante à 280 nm est mesurGe 

èn continue (----) et les activités galactosyltransférasiques sont 

testées selon les conditions décrites dans le Matériel et Méthodes 

( 2H30 d'incubation et 30 1 des différentes fractions à tester ) r 
avec la N-acétyllactosamine ( et la rnucine sous maxillaire de mou- 

ton ( P,:romme accepteurs ouavec la N-acétylglucosarnine(A ),pendant 

1H d ' incubation 



Compte tenu, d'une part des résultats obtenus à partir du lait humain 

et des cellules BHK et, d'autre part en s'appuyant sur les remarques établies par diffé- 
- 

rents auteurs au cours des purifications des gaiactosyltransférases et des résultats de 

clônage de l'enzyme du lait de Vache, nous pensons que le problème général posé par 

ces études est à la fois le choix de l'accepteur et la taille moléculaire de l'enzyme. 

I n  vivo, la spécificité d'action des enzymes est liée à la concentration 
i 

variable de l'accepteur et à la protéolyse probable affectant les molécules enzyma- 

tiques. Pour étudier in vitro les gdactosyltransférases nous proposons de purifier les 

enzymes en mesurant les activités avec une large gamme d'accepteurs et de suivre le 

comportement des enzymes par des compétitions de substrats afin de détecter le nom- 

bre de sites d'action par activité. 

CONCLUSION 

Le travail préliminaire que nous avons mené sur les extraits bruts de 

ceilules BHK nous a permis de mettre en évidence trois types de transfert de galac- 

tose : 

1 - sur le glycopeptide Gde l'ovomucoiile et la N-acétylglucosamine 

2 - sur la mucine sous-maxillaire de mouton désialylée 

3 - sur la 3-acétyllactosamine et le glycopeptide de l'orosomucoïde désialylé. 

Ces trois activités sont distinctes. Les deux premières ont été caractérisées par Gleeson 

et a1.(66). 11 s'agit de la N-acétylglucosamine (B 1 4 )  galactosyltransférase et de la N- 

acétylgalactosamine ( 61-3) galactosyltransférase. 

La troisième activité n'a jamais été détectée dans les cellules BHIC. 

elle transfère du galactose sur un accepteur à 3-acétyllactosamine en position 
.7 

terminale non réductrice, dépendant de la concentration en accepteur des ions _\IndT 

de 1'UDP-Gd et est activée par le Triton X100. Cette activité galactosyltransférasi- 

que semble présente dans plusieurs cellules ou tissus comme dans le thymus de Veau 

(Blanken et  al.- 18 -) dans les cellules de tumeur d'Ascites d'Ehrlich (Elices e t  al.- 4'; -) 



ou les cellules teratocarcinoma de Souris (Cummings et al.- 34 bis -). En confrontant 

nos résultats avec ceux des auteurs cités, nous pensons qu'il s'agit de la -D-galactosyl- 

a 1,3-galactosyltransférase. Cette enzyme pourrait être responsable du branchement en 

a 1,3 du galactose sur le galactose du glycopeptide isolé des membranes des cellules 

BHK (Plancke et Montreuil - 150 -). 
. 

Selon nos premiers essais de purification et d'études enzymatiques, 

nous suggérons : 

a - de purifier, en une première étape, les extraits cellulaires de BHK par tamisage 

moléculaire et de tester systématiquement les activités galactosyltransférasiques en 

réalisant des compétitions d'accepteurs, ceci afin de déterminer le nombre de sites 

présents par pic d'activité. 

b étapes suivantes pourraient être la chromatographie d'affinité en 

immobilisant le glycopeptide isolé des membranes des cellules BHK par Plancke et 

,\Iontreuil (-1 50.). 

b - Les fractions enzymatiques semi-purifiées, débarrassées des galactosidases ou hexo- 

saminidases, pourraient enfin servir de catalyseurs à la synthèse d'une molécule nou- 

veiie permettant ainsi de caractériser le type liaison formé (liaison Ga1 (a 1-3) Gal en 

particulier). Cette étape de synthèse ne peut être réalisée qu'après avoir précisé quel- 

ques paramètres enzymatiques complémentaires. 

c - d'étudier l'ensemble des galactosyltransférases des cellules BHK en caractérisant 

la taille des enzymes et la spécificité d'action au cours d'une protéolyse. En puri- 

fiant les enzymes, des compétitions de substrats seraient enfin réalisées. Cela devrait 

permettre de fixer le nombred~ate d'action par liaison formée et d'être un peu plus 

renseigné sur l'existence ou non d'une famille de galactosyltransférases acquérant 

leur spécificité d'action par augmentation ou diminution de leur masse moléculaire. 

Ces études seront complémentaires au clônage des enzymes. 



C O N C L U S I O N  G É N É R A L E  



CONCLUSION 

Dans le lait, nous savons qu'il existe une activité galactosyltransfé- 

rasique capable de synthétiser du lactose et de transférer du galactose sur des accep- 

teurs possédant une N-acétylglucosamine en position terminale non réductrice. 

Des expériences de compétition de substrats nous indiquent la présence d'un seul 

site enzymatique. 

Par un tamisage moléculaire et une élution des protéines calquée sur 

les techniques de chromatographie d'affinité, nous obtenons 3 pics d'activité galac- 

tosyltransférasique. Grâce aux expériences parallèles, nous déduisons que l'enzyme 

possède des masses moléculaires différentes. L'origine est commune (arguments im- 

munologiques) mais la forme est hétérogène induisant des spécificités d'action dif- 

férentes. 

Grâce aux différents résultats acquis, nous pouvons comprendre 

l'existence des 3 pics d'activités obtenus après tamisage moléculaire sur Ultrogel 

AcA 54, correspondants à un état différent de la galactosyltransférase du lait. 

1 - Le pic 1 d'activité enzymatique serait constitué de complexes 

enzymatiques non dissociés, élués au volume mort de la colonne. L'analyse des 

protéines par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant, in- 

dique la présence de la majorité des protéines de la fraction de départ avec très peu 

d'+lactalbumine. Ce pic d'activité ne nous permet pas de caractériser la galactosyl- 

transférase. Ces complexes se dissocient plus facilement après un second passage 



sur le support chromatographique. Les protéines de ces fractions sont sensibles à la 

dégradation protéolytique endogène induite par une préincubation de la fraction 

P2 de départ. La dissociation des complexes génère le pic 2 d'activité enzymatique. 

2 - Le second pic d'activité galactosyltransférasique obtenu par gel filtration, con- 

centre également lb  -lactalbumine. L'activité est effective sur tous les accepteurs 

de la fraction P2 de départ. L'analyse des protéines de certaines fractions nous ren- 

seigne en partie sur la taille de l'enzyme. Il peut s'agir d'une masse de 67 kDa, 40 kDa 

ou 14 kDa. La technique de l'électrotransfert des protéines suivi d'une réaction en- 

zymatique donne la faveur aux masses 40 et 14 kDa. Cette dernière masse est très fai- 

ble et pourrait correspondre au site actif de l'enzyme. Seul Berger et al.(-12-) avaient 

annoncé son existence (la taille étant de 18 kDa environ) mais aucun auteur n'avait 

détecté son activité. Cette protéine est éluée avec l'a -lactalbumine et leur séparation 

n'a pas été possible par chromatographie d'affinité. C'est peut-être la raison pour 

laquelle les auteurs utilisant cette technique n'ont jamais pu la caractériser. 

3 - Enfin l'addition de NaCl 1M dans une partie du tampon de tamisage moléculaire, 

à la manière de l'élution de la galactosyltransférase des chromatographies d'affinité, 

nous a permis de détecter un 3ème pic d'activité. L'analyse des protéines révèle la 

présence dans certaines fractions d'une seule bande en gel de polyacrylarnide. La 

masse de cette protéine est estimée à 83 kDa. Dans les autres fractions, elle s'associe 

à une protéine de masse 110 kDa. Par immunoélectrophorèse, l'unique arc de préci- 

pitation obtenu révèle l'origine commune de ces deux protéines. Ces fractions trans- 

fèrent du galactose uniquement sur la N-acétylglucosarnine et sur le glycopeptide 5 



de l'ovomucoïde. La synthèse du lactose est négligeable. Ces protéines de haute masse 

moléculaire ont été observéespar différents auteurs (résultats discutés p. 68), mais 

elles n'avaient pas été isolées seules. A caractère particulièrement hydrophobe, elles 

pourraient constituer la masse 14 plus. élevée de la galactosyltransférase du lait dont 

l'origine serait l'enzyme des Glandes Mammaires. 

En diminuant la force ionique du tampon de chromatographie, les 

protéines pouvant s'adsorber sur le support sont plus nombreuses. Caractérisées par 

électrophorèse, les protéines de 110 et 83 kDa sont éluées avec des protéines de 67, 

40  à 55, 20 à 30 kD a. Par immunoélectrophorèse et électrotransfert suivi d'une réac- 

tion enzymatique, nous pouvons affirmer que l'origine de ces protéines est unique et 

qu'il s'agit d'une galactosyltransférase. Nous pensons que ces protéines sont issues de 

l'action protéolytique active dans le lait. Ce liquide doit, en effet, posséder les protéa- 

ses permettant de solubiliser la galactosyltransférase des Glandes Mammaires. 

Pour tenter de comprendre le comportement de la galactosyltrans- 

férase vis-à-vis de ses accepteurs, nous nous sommes intéressés aux galactosyltrans- 

férases intégrées dans les membranes de cellules afin de les comparer avec celle re- 

trouvée dans les liquides biologiques. Pour cela, nous avons pris comme modèle les 

cellules de reins de Hamster cultivées au laboratoire (cellules BHK). 

Notre étude préliminaire nous a permis de détecter 3 types d'acti- 

vité enzymatique supposée, réaliser les liaisons : 

(1) Gal g 1-4 - GlcNAc 

(2) Gal B 1-3 -GalNAc 

(3) Gal a 1-3 - Ga1 ( g l 4 )  GlcNAc) 



Cette dernière activité (3) n'a jamais été détectée dans les cellules BHK. Nous l'avons 

mise en évidence dans les extraits bruts en utilisant la Nacétyllactosamine et les glyco- 

peptides d'orosomucoïde dés; alylés pour qui l'enzyme révèle des constantes d'affini- 

té de 1'38 mM et 0'97 mM respectivement. 

L'activité a-galactosyltransférasique est fonction de la concentration 

en protéine, en accepteur et dépend de 1'UDP-Gal et des ions ~n~ +. 

Les premiers essais de purification enzymatique par tamisage molécu- 

laire permettent de séparer les activités (2) et (3) et révèlent deux pics d'activité pour 

le cas (1). 

Placé dans un contexte général, l'ensemble de nos travaux nous permet 

de conclure que la spécificité d'action des galactosyltransférases peut évoluer en fonc- 

tion de la taille de l'enzyme et de l'accepteur. Ainsi, pour compléter ces recherches, 

nous suggérons de purifier les galactosyltransférases en corrélant masse moléculaire 
. . 

enzymatique - sites d'action et spécificité de substrats. Ainsi, des éléments enzymati- 

ques pourraient être apportés aux études de clônage des galactosyltransférases qui 

nous renseignent sur l'origine multigénique ou non de ces enzymes. 
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