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PREPARATION D'OSYL-PHOSPHATES MARQUES AU 14CI 
2) PREPARATION DE L'v-D-GALACTOSE-1-PHOSPHATE [ U-14C] PAR 

UNE GALACTOKINASE VEGETALE, 

R e c e i v e d  on M a y  3 ,  1 9 7 4  

Devant l ea  d i f f i c u l t 6 8  rencontrees pour obten i r  aisdment des 

glycosyl-phosphates r ad ioac t i f a  marqu6s nu 14C sur l e  sucre ,  il nous semble 

opportun dc prksenter  i c i  une pr6paration simple,  par vo ie  enzyraatiqne, de 

1 a( -D-galactose-1-phosphate [W-l'CC]. 

Lea gra ines  de  Fenugrec (Tr iuonel la  foenuwraecum,L.) contenant,  

come  polyawchar ids  de reserve, une galactomannane, l e  nktaboliams du 

ga lac tose  y e a t  pa r t i cu l i i r emen t  a c t i f  lor. dc l ou r  germination. 

I1 me ridveloppe h c e  moment une a c t i v i t e  o( galac tos idas ique  (1) 

l i b e r a a t  l e  ga lac tose  b p a r t i r  do l a  galactomannane de r6ser re .  h i s ,  l a  

premikre etape da mktabolisme du ga lac toae  chez cea gra iner  cons i s t e  en an 

phosphorylation par une g a l a c t o k i n a e  (2) aelon l a  reaction: 

d -D-galactose + ATP %*+) d 4-galactose-1-phosphate + ADP 

Apr&s etude de  c e t t e  a c t i v i t e  galactokinasique, nous l'avona miae h 

p r o f i t  a f i n  de preparer l e  galactoayl-pho.phate marque, i p a r t i r  d '  

d *-galactose [U-"c] . 
Prepara t ion  enxjmatiaue 

Lea grs ines  de Fkmgreo, epr&a gonflement d.na l ' e a u  (24h) son t  mires 

h germer s u r  coton pendant 48h i +20°C. Apr&s 6l imina t ion  den t6gnments a t  
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de l 'endospeme, l ea  p lan tu lee  e t  cotylidonm, corrempondsnt b 5 g de 

gra inee  ebchem, mont broyCm au mort ie r  avoc du mable e t  en pr6mence d e  

2Oml d'un tampon pE 7,s conmtitu6 par: tampon phomphate mono-, di- 

potammique O,OlY,  ~ - e r c a p t o 6 t h a n o l  O,OlY,  KDTA 0,OOlY. 

Le broyat,  pa086 mur ga t e ,  emt moumim h une cen t r i fuga t ion  b 15.0nOg 

pendant 45 mn. Le rurna(leant de  cen t r i fuga t ion  e a t  d i a l P C  cont ra  1e tampon 

d ' ex t r ac t ion .  Aprhm r i r i f i c a t i o n  de  l'abmenco d e  galactom. dsnm l ' e x t r a i t ,  

c e l u i d i  conmtituo l a  prCparation mrymatique u t i l i m i e  pour. l a  

phoephorjlation do 1' d d)-galactome [d4C] .  

P r ipa ra t ion  do 11 4 -O-galactomcl-phoephate fu-l4cl. 
L' d-D-(l.lact~.e[U-~~C) uti l i .6,  pr6parC par 10 Groupe dee Uoliculem 

marqu6ee 14C (Serv ice  de  Biochimio) dn C.B.N. de  Sac la j ,  pommhdo 91). 

a c t i v i t i  mpicifique de 172 mCi/.Yolo. 

Le mil ieu  r 6 a c t i o m e l  emf conmtitud par: tampon t r i i t h sno lamine  0,5Y, 

PH 7 , s  (100 pi) ,  lirp (1 p), wl2 ( 5  py), d a - g a l a c t o i e  [u-"c] ( o , a  pl , 
moit 80,s p i ) ,  NaF (1 pM), m r p e  (go0 p1) pour un volume f i n a l  de  l O O a p l .  

L '6volution do l a  r6ac t ion  e a t  au iv i e  b intervallam r6gulierm par  

chromatographie do 1 pl du miliou r6aotionnel mur papier  Schle icher  e t  

Schal l  2049 b Mgl, aroc 1e . O l T . n f l  imopropsnol~6thyl6thylc6tone-ac6tate 

d@Ctbylo- n -bp tano l4 .n  ( 6rS:S:t:S on rolumo), et r6v6la t ion  par  

wtoradiographio  ( f i l m  Kodirox, Eta K o d d t ) .  

Aprhr 1,s h d'incuhation, 7e du ge la~ tome[1~C]  moat tr.nmfolr6m oa un 

compom6 rad ioac t i f  de  migration chroratographique ident ique  b c e l l o  d ' m  

t b o i n  inferno  dlO(-D-galactom.-l-phoephato non marqd. La t r a n r f o r r a t i o n  

du galactomo on omjl-phomphate n'omt juaim t o t a l e ,  la r6ac t ion  6t-t 

inhib60 par 1'emt.r phomphorique form&. 

L'onmrblo  du m i 1 i . u  rbrctiopaol 08% eornim b uno cbromatographie 
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prkpara t ive  s u r  papier  Schle icher  a t  Schilll 2043 b Mgl, dnna l e a  &en 

condi t ions  quo pr6c6drmment. L'emplacment de l ' e s t e r  phosphorique du 

ga lac tone  e a t  roper6 par "scanning" (appare i l  Berthold LB 27231, p i s  10s 

handes correnpondaat su produi t  r ad ioac t i f  sont  Bluiea k l 'esu d i s t i l l e e ,  

e t  l ' k l u a t ,  concentr6 aous pres r ion  r6dui te .  

I d e n t i f i c a t i o n  d t  1 on 71 -phosphate [I4C1 f o w e .  

Le compos6 r ad ioac t i f  ohtenu a pu Btre i r len t i f ik  k 1 '4-D-pnlac tose-  

l -ph~sphate[U-~~C]  g r i c e  aux eaaa i s  su ivants r  

1 )  Le t ra i tement  par l a  phoephatase w i d e  de pomme de t e r r e  conduit  

h un compos6 rnd ioac t i f  de migration ident ique  k c e l l e  d'un temoin de  

ga l ac tose  non marque. I1 s'agit donc d'un e s t e r  phoaphorique du ga lac tore .  

2) Cet ester phoaphorique e a t  acido-labile,  pu isqu ' i l  e a t  totalement 

conver t i  en ga l ac tose  [ d 4 C )  par t ra i tement  avec A2S04 0,OPN ( l h  b +LOOW). 

3) Dana une de rn ie re  erpdrience,  l ' e a t e r  phosphorique a pu Ctre 

transform6 en UnP-n-galactose aprks incubation en pr-8aence.d'Ur)P-D-glicoae 

et de  galactose-1-phosphate urid;rl trannfkrase d ' h h a t i e s  humainea. 

La chromatographie du mi l ieu  r6actionnel rbvhle l a  pr6sence d'un compose 

r ad ioac t i f  de  migration ident ique  h c e l l e  d'un t h o i n  in t e rne  d'UnP-D- 

ga lac tose  i o n  marque. Aprhs k lu t ion  de  l 'auplacement correspondnnt b c e t t e  

tache ,  l e  produi t  form6 f u t  c a r a c t k r i s i  par l ea  e s s a i s  su ivantar  

a) La chromatographie 20 l ' hydro lyda t  (H SO 

d ' i d e n t i f i e r  du ga lac tose  r a d i o a c t i f ,  cochromatographib avec a n  tkmoin 

i n t e r n e  de @actone non marque. 

b )  A p r b  hydrolyse enzgmatique par  la phosphodiesterase de  venin de serpent  

l a  chromatopaphie de l 'hydro lysa t  permet d ' i d e n t i f i e r  $I galactose-l-  

phosphate r ad ioac t i f ,  aochromatographie avec un t6moin non marque. 

0,02N. l h  b +lOOeC) permet 
2 4  

L'ur idyl t rnnsfkrnne  den h6maties k tan t  apec i f ique  de 1 ' d -D-galactose- 
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1-phosphate, l a  conversion de  l ' e s t e r  phoaphorique a p t h e t i 8 6  par  la 

palactokinaae de FBnugrec en UnP-Tj-galactose permet de  conclure que 1e 

palactoayl-phosphate form6 posal.de l a  c o n f i p r a t i o n  c( . 
La  ur6paration.enzgmatique 6t-t e.,empte cis galac tose ,  e t  l e  

ga lac tose  marque &ant u t i l i s i  sans ent ra fneur ,  on peut penaer que 1' 

a c t i v i t e  spCcifique du galactose-1-phosphate obtenu e a t  ident ique  B c e l l e  

du galacto_se r ad ioac t i f  ayant s e r v i  de subs t r a t .  
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