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PREPARATION D’0SYL-PHOSPHATES MARQUES AU 14¢,
2) PREPARATION DE L'w-D-GALACTOSE-1-PHOSPHATE [u-l“c] PAR
UNE GALACTOKINASE VEGETALE.
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Devant les difficultés remcontrées pour obtenir aisément des
glycosyl-phosphates radioactifs marqués au 140 sur le sucre, il nous semble
opportun de présenter ici une préparation simple, par voie enzymatique, de
1" & -D-galactose-l-phosphate [U-'%c].

Les graines de Fénugrec (Trigonella foenum-graecum,L.) contenant,

comme polysaccharide de réserve, une galactomannane, le métabolisme du
galactose y est particuliérement actif lors de leur germination.

I1 se développe & ce moment une activité o galactosidasique (1)
libérant le galactose & partir de la galactomannane de réserve. Puis, la
premiére étape du métabolisme du galactose chez ceas graines consiste en sa
phosphorylation par une galactokinase (2) selon la réaction:

2+
o -D-galactose + ATP -—ui—-) o -D-galactose—l-phosphate + ADP

Aprés étude de cette activité galactokinasique, nous 1l'avons mise &
profit afin de préparer le galactoayl-phosphate marqué, & partir 4!

o D-galactose [U—14C] .

Préparation enzymatique

Les greines de Fénugrec, aprés gonflement dans l'eau (24h) sont mises
& germer sur coton pendant 48h & +20°C. Aprés élimination des téguments et
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de l'endosperme, les plantules et cotylédons, correspondant & 5 g de
graines séches, sont broyés au mortier avec du sable et en présence de
20ml d'un tampon pH 7,5 constitué par: tampon phosphate mono-, di-

potassique 0,01M, P-eresptoéthanol 0,01M, EDTA 0,001M.

Le broyat, passé sur gare, est soumis & une centrifugation & 15.000g
pendant 45 mn. Le surnageant de centrifugation est dialysé contre le tampon
d'extraction. Aprés vérification de 1'absence de galactose dans 1'extrait,
celui—ci constitue la préparation enrymatique utilisée pour.la

phosphorylation de 1' of =D-galactose [ul‘c].

Préparation de 1'« -D-galactose-l-phosphate [U-'4c].

L' o(-D—gulncto-o[U-“c] utilisé, préparé par le Groupe des Molécules
marquées “c (Service de Biochimie) du C.E.N, de Saclay, poaside une
activité spécifique de 172 mCi/miole.

Le milieu réactionnel est constitué par: tempon triéth‘ulola-ine 0,5M,
pH 7,5 (100 M), ATP (1 pM), MgCl, (5 pM), & -D-galactose [U-"4c] (0,48 pui ,
soit 82,5 pCi), NaF (1 pM), enzyme (200 pl) pour un volume final de 1000p1,

L'évolution de la réaction est suivie & intervalles réguliers par
chromatographie de 1 pl du milieu réactionnel sur papier Schleicher et
Schiill 2043 b Mgl, avec le solvant: isopropanocl-méthyléthylcétone—-acétate
d'éthyle~ n-butanol-ean ( 615131213 en volume), et révélation par
autoradiographie (film Kodirex, Bts Kodak).

Aprés 1,5 h d'incubation, 70% du g;lactolo[“c] sont transformés en un
composé radioactif de migration chromatographique identique & celle d'un
témoin interne d' gy -D-galactose-l-phosphate non marqué., La transformation
du galactose en osyl-phosphate n'eat jameais totale, la réaction étant
inhibée par 1'ester phosphorique formé.

L'ensemble du milieu réactionnel est soumis & une chromatographie
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préparative sur papier Schleicher et Schill 2043 b Mgl, dans les mimes
conditions que précédemment. L'emplacement de 1'ester phosphorique du
galactose est repéré par "scanning" (appareil Berthold LB 2723), puis les
bandes correspondant au produit redioactif sont éluées & 1'eau distillée,

et 1'éluat, concentré sous pression réduite,

Identification de 1'osyl-phosphate |14C|forné.

Le composé radioactif obtenu a pu étre identifié & 1'« -D-galactose-

l—phoaphate[U-l4C] grace aux essais suivants:
1) Le traitement par la phosphatase acide de pomme de terre comduit
a un composé radioactif de migration identique & celle d'un témoin de
galactose non marqué, Il s'agit donc d'un ester phoaphorique du galactose.
2) Cet ester phosphorique est acido-labile, puisqu'il est totalement
converti en galactose [Ul4C] par traitement avec H SO, 0,02N (1h & +looec),
3) Dans une derniére expérience, 1'ester phosphorique a pu étre
tranaformé en UDP-D-galactose aprés incubation en présence d'UNP-D-glicose
et de galactose-l-phosphate uridyltransférase d'hématies humaines.
La chromatographie du milieu réactionnel révéle la présence d'un composé
radioactif de migration identique 4 celle d'un témoin interne d4'UnP—D-
galactose non marqué. Aprés élution de 1'emplacement correspondant a cette
tache, le produit formé fut caractérisé par les essais suivants:
a) La chromatographie de 1'hydrolydat (st04 0,02N, lh & +100°C) permet
d'identifier du galactose radiocactif, cochromatographié avec un témoin
interne de galactose non marqué.
b) Aprés hydrolyse enzymatique par la phosphodiestérase de venin de serpent
la chromatographie de l1'hydrolysat permet d'identifier du galactose~1-
phosphate radioactif, cochromatographié avec un témoin non marqué.

L'uridyltransférase des hématies étant spécifique de 1'of ~D-galactose-
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l-phosphate, la conversion de 1'ester phosphorique synthétisé par la
galactokinase de Fénugréc en UDP-T)-galactose permet de conclure que le
galactosyl-phosphate formé posaéde la confipuration of .

La préparation.eﬁzymatique étant e.empte de galactose, ot le
galactose marqué étant utilisé sans entraineur, on peut penser que 1!

activité spécifique du galactose—l-phosphate obtenu est identique & celle

du galactose radioactif ayant servi de substrat.
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