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INTRODUCTION



D'abord considérée comme une frontiére passive entre les milieux
intra~ et extracellulaire, la membrane plasmique est aujourd'hui le centre
des recherches des Biologistes, Physiologistes, Biochimistes, Biophysiciens
et Pathologistes. En plus de son r3le de barriére, c'est la vrelation de
la cellule avec son environnement que contrdle la membrane.

S1i la nature lipoprotéique de cette structure fut rapidement
démontrée, 11 fallut attendre les premiers isolements de membranes plasmi-
ques pour que s'impose 1'id&e d'un complexe glycolipoproté@ique. Bien que
les glucides de la surface cellulaire représentent une fraction mineure
(souvent inférieure a 10 %) de la membrane, on leur attribue des rGles
biologiques prépondérants : déterminants antigéniques, récepteurs de virus,
récepteurs d'hormones, de toxines, role dans 1'adhésion et la reconnais-
sance cellulaire, rdle enzymatique et de contrdle de la perméabilité mem—
branaire. Leur implication dans le déclenchement de la mitose, bien qu'il
soit mal compris, semble &tre le point essentiel de la Biologie Molécu-
laire des constituants membranaires comme le prouvent 1és modifications
profondes qué subigsent les glycoconjugués de surface dans les processus
de cancérisation.

Bien que 1'étude structurale des glycoconjugués membranaires
soit difficile, quelques structures de glycolipides et de glycoprotéines
membranaires sont actuellement connues. Fondé sur cette &tude structurale,
le rapport entre structure et fonction des glycoconjugués membranaires
commence 4 s'établir. Cette Biologie Moldculaire des glycoconjugués de
surface a permis de dégager deux points importants :

1 - Les glycoconjugués sont intégrés dans une "mosalque fluide",
selon le concept de SINGER et NICOLSON (1), représente dans la Figure 1.
L'ancrage se fait grace 3 des interactions hydrophobes & 1'aide du céra-
mide pour les glycolipides ou d'une fraction hydrophobe portée par les
chaines peptidigues pour les glycoprotéines.

2 ~ Les glycannes, dirigés vers le milieu extracellulaire, sont
des signaux de reconnaissance et sont responsables du rdle biologique que

jouent les glycoconjugués des surfaces cellulaires.

Alors qu'un schéma général semble se dégager de ces études le

probléme de la biosynthése des fractions glycanniques ainsi que la mani:

dont elles sont réparées ou dégrad@es reste du domaire de 1'hypothése.



Figure 1 :

Schéma de la mosaique fluide : mod&le de membrane proposé par SINGER
et NICOLSON.

Nous nous sommes attach&s dans ce travail 4 examiner 1'une de
ces hypothéses dans le but de répondre aux questions suivantes : les gly-
coconjugués membranaires peuvent-ils E€tre synthétisé@s ou réparés sur la
membrane elle-méme grice 3 des ectoenzymes ? Existe~t'il des ectoglycosyl-
transférases, sont—elles fonctionnelles, comment sont~elles régulées 7

Avant de décrire les résultats de nos recherches, nous exposerons
les principaux travaux portant sur la biologie moléculaire des glycocon—
jugués de surface et nous passerons en revue les hypothéses relatives &
leur biosynthése.

Nos recherches ont fait, jusqu'id présent, 1l'objet des publicationsg
suivantes :

1 - R. LOTAN, H. DEBRAY, M. CACAN, R, CACAN and N. SHARON
Labeling of scybean agglutinin by oxidation with sodium periodate foliowed
by reduction with sodium [SHE berohydride.

J. Biol. Chem. (1975) 250, 1955-1957.



2 - R. LOTAN, R. CACAN, M. CACAN, H. DEBRAY, W.G. CARTER and
N. SHAROW :

On the presence of two types of subunit in soybean agglutinin.
FEBS-Lett. (1975) 57, 100~103.

3 - R. CACAN, A, VERBERT and J. MONTREUIL :

New evidence for cell surface galactosyltransferase.
FEBS-Lett. (1976) 63, 102-106.

4 - A, VERBERT, R. CACAN and J. MONTREUIL :
Ectogalactosyltransferase. Presence of enzyme and acceptors on the rat
lymphocyte cell surface.

Eur. J. Biochem. (1976) 70, 49-53.

5 — A. VERBERT, R. CACAN, Ph. DEBEIRE and J. MONTREUIL :

Peculiar behavior of ectosialyltransferase to ward exogenous acceptors.
FEBS~Lett. (1977) 74, 234-238.

6 — R. CACAN, A. VERBERT, B. HOFLACK and J. MONTREUIL :
Occurrenceof an intracellular inhibitor of ectosialyltransferase in
lymphocytes.

FEBS-Lett. (1977) 81, 53-56.

7 - B. HOFLACK, R. CACAN and A. VERBERT :

Occurrenceof two fucosyltransferase activities at the outer surface of
‘rat lymphocytes.
Eur. J. Biochem. (1978) 88, 1-6.

8 -~ B. HOFLACK, R. CACAN, J. MONTREUIL and A. VERBERT :

Detection of ectosialyltransferase activity using whole cells : correction
of misleading results due to the release of intracellular CMP-N-acetyl-
neuraminic acid.

Biochim. Biophys. Acta, sous presse.

Les communications suivantes ont &té présentées :

1 - B. HOFLACK, R. CACAN, A. VERBERT et J. MONTREUIL :

Variation de 1l'activité ectogalactosyltransférasique lors de la transfor-
mation blastique du lymphocyte induite par la PHA.

Forum des Jeunes de la Société de Chimie Biologique, Lyon, 7-9 Juillet 1977.
2 ~- A, VERBERT, R. CACAN, B. HOFLACK and J., MONTREUIL :
Comparative study of ectogalactosyl-and ectosialytransferasesof lymphocytes,
Proceedings of the Tyth

Hole, U.S.A., 27 Sept.~ler Oct. 1977.
3 - A. VERBERT, R. CACAN, B. HOFLACK et J. MONTREUIL

International symposium on glycoconjugates. Woods

1

Etude comparée de 1'accessibilité des sites actifs des ectogalactosyl-et

ectosialyltransferases aux accepteurs exogénes et aux glycocenjugués des



surfaces cellulaires.
VIIémes Journées sur la chimie et la biochimie des glucides, Pont-~3-Mousson,
23~26 Octobre 1977.
4 - B, HOFLACK, R. CACAN, A. VERBERT et J. MONTREUIL :
Etude des activités ectofucosyltransférasiques du lymphocyte splénique
de Rat. Comparaison aux activités des ectogalactosyl-et ectosialyltrans-
férasés.
VIiIIémes Journées sur la chimie et la biochimie des glucides, Chamerolles,
17-20 Décembre 1978.
Nous avons en outre collaboré i des travaux qui ne s'inscrivent
pas directement dans le cadre de ce mémoire :
1 - A. VERBERT et R. CACAN :
Description d'un procé&dé électrophorétique de séparation de 1'AMPcyclique
de ses métabolites. Application & la détermination de l'action adénylcy-
clasique.
Biochimie (1972) 54, 1491-1492.
2 — Ph. DEBEIRE, B. HOFLACK, R. CACAN, A. VERBERT and J. MONTREUIL:
Effect of cyclic nucleotides in Zn vitro assays of rat liver galactosyl-
transferase..

Biochimie (1977) 59, 473-477.
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BIOLOGIE MOLECULAIRE DES GLYCOCONJUGUES DE SURFACE

Les glycocenjugués de surface des cellules de Mammiféres sont
groupés en troils classes : les glycolipides, les glycoprotéines et les
protéoglycannes. Ces composés sont présents dans toutes les membranes cellu-
laires, (nucléaires, mitochondriales et microsomales). Nous n'examinercns
dans ce chapitre que les glycoconjugués de la membrane plasmique.

La membrane plasmique est asymétrique et cette asymétrie se
retrouve particuliérement au niveau des glycoconjugués. Les glucides ne sont
en effet détectables que sur la face externe des membranes. Les preuves cy-
tologiques sont nombreuses. En effet la coloration des sialoglycoprotéines
par 1'hydroxyde de fer colloidal (MARX et al. : 2 ; WEISS et SUBJECK : 3 ;
RKODAMA et al. : &) ou la précipitation de grains d'argent aprés oxydation
periodique (RAMBOURG et LEBLOND : 5) mettent en &vidence le glycolemme. Celui-
ci est révélé également par l'utilisation de lectines couplées & la ferritine
notamment par 1'é&quipe de NICOLSON (NICOLSCN et SINGER :6 ; HIRANO et al.: 7
NICOLSON et SINGER :8 ), et plus récemment par 1l'emploi de marqueurs cyto-
chimiques glycosylés et de lectines, technique mise au point par le groupe
de Michel MONSIGNY (KIEDA et al. :9; GROS et al. :10).

La présence dun glycolemme qui double la face externe de la
membrane et dont la morphologie est bien décrite dans la revue générale de
PARSONS et SUBJECK (11) a pu également Etre mise en évidence par des méthodes
biochimiques. L'utilisation d'enzymes qui ne pénétrent pas dans la cellule,
comme la galactose oxydase, permet de marquer les glycolipides et les gly-
coprotéines de surface en partant de cellules entiéres ou de vésicules mem~
branaires possédant une orientation normale ou inversée (voir, par exemple,
les travaux de GAHMBERG et HAKOMORI (12) et ceux de STECK et DAWSON (13).

La détermination de la structure de ces compcsés n'est possible
qu'aprés 1l'isolement des molécules et n'a pu &tre réalisée qu'aprés la mise

au point de méthodes fines d'exploration de la structure.

I - LA STRUCTURE DES GLYCOCONJUGUES DE SURFACE

A - LES GLYCOLIPIDES

Les glycolipides & sphingosine ou glycosphingolipides restent
les structures les mieux connues parmi les glycoconjugués membranaires. En
effet, d'une part, ils ne poss&dent qu'un seul glycanne par molécule ce qui
en simplifie 1'étude et d'autre part 80 & 90 7 d'entre eux scnt localisés
/)

dans la membrane plasmique (KLEKK et CHOPPIN :14 ; GAHMBERG : 15 ; KEENAN

et al. :16 ), ce qui permet de les &tudier i partir de cellules totales



sans 1solement préalable de la membrane.

La partie lipidique : la céramide, permet 1l'intégration de la
molécule dans la membrane. Le glycanne posséde le motif de base commun du
lactose p-Gal-(1 = 4)~ @ ~Gle-(1 -= ), le glucose se liant sur la céramide.

A partir de cette lactosyl-céramide ou GL, se constituent des glycolipides

2
de plus en plus complexes et dont les formules sont résumées dans le tableau
I (p. 7 ). Nous distinguerons les glycolipides neutres des gangliosides,

c'est-3-dire des glycolipides possédant de 1l'acide sialique.

1 - Les glycolipides neutres

Ils sont caractérisés pav la présence de N-acétylosamines, la
N-acétylgalactosamine ou la N-acétylglucosamine.

Les glycolipides neutres possédant de la N~acé&tylgalactosamine
ont été d'abord isolés d'hématies humaines et de fibroblastes de Hamster.
HAKOMORI et al. (17) ont démontré la structure du céramide trihexoside
(G13) et du globoside (G14) puis de 1'antigéne de Forssman qui posséde en
plus du globoside un résidu @-~N-acétylgalactosaminyl en position non ré&-
ductrice (SIDDIQUI et HAKOMORI : 18 ).

La présence de glycolipides possédant de la N-acétylglucosamine
est bien démontrée, et la structure du glucosaminyl-lactosyl-céramide a &té
étudiée par ANDO et al. (19 )aprés son isolement de la membrane d'hématie

" ou lacto-

humaine. A partir de la méme source, 1'isolement du '"'paragloboside
N-neotétraosylcéramide a permis de 1'identifier & un antigéne de surface de
la tumeur de Hamster NILpy (SUNDSMO et HAKOMORI :20 ). Ce glycolipide réagit
avec un antisérum anti-pneumocoque XIV (SIDDIQUI et HAKOMORI :21 ). Deux
c8ramyl pentasaccharides & N-acétylglucosamine ont &té égalément isolés par
STELLNER et HAKOMORI (22) et par NAIKI et al. (23). Ces derniers ont montré
que la structure suivante : @-Gal-(l— 4)- p-Gal-(1 -+ 4)~-p -GlcNAc~-(1 — 3}~
" Bp-Gai-(1l = 4)-a-Glec (1 — )~Cer correspondait & une activité de groupe P,
Le fucose a &té souvent décelé dans les glycolipides. Le plus |
simple de tous est le @-L-fucosyl céramide qui s'accumule dans les tumeurs
humaines du colon comme 1'ont montrd WATANABE et al.( 24).Mais souvent les
fucoglycolipides possé&dent une activité de groupe sanguin A, B, H, LEWIS a
et LEWIS b (HAKOMORI et JEANILOZ :25 ; HAKOMORI et STRYCHARD :26 ). Lz struc~
ture révéle outre la présence des déterminants A, B ou H, la présence de N~
acétylglucosamine voir par exemple les travaux de {O§CIELAK et al.{27). En
fait une structure telle que Fuc (1L -+ 2)Gal (1 — 3)GalNAe (1 - &) Gzl

(1 = 4) Glc-Cer ayant une activité de groupe H est un evemple de glycolipide



TABLEAU 1

STRUCTURE DE QUELQUES GLYCOLIPIDES ISOLES DES MEMBRANES
PLASMIGUES DE CELLULES DE MAMMIFERES
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& activité de groupe sanguin possddant de la N-ac@tylgalactosamine ; cette
molécule a été trouvée dans 1'hépatome ascitique de Rat AH 7974 F (MATSUMOTC

et TAKI :28 ). A cOté de ces structures simples & glycanne peu important on
isole actuellement des céramide-heptasaccharides (SLOMIANY et SLOMIANY :29 )
possédant des glycannes branchés et des mégaloglycolipides (GARDAS et YOSCIELAK
30 ; SLOMIANY et SLOMIANY : 31 ; GARDAS : 32) formés de 22 résidus sacchari-
diques comme le montre la figure 2 et portant une activité de groupe sanguin

I (GARDAS : 34).

Fuc (1-2) Gal (1-4)GlcNAc(1
3)
Ga|(1—4)[GIcNAc(1-3)GaI (1-4) Glc ~Cr
6) 1

/

Fuc(1-2) Gal(1-4) GlcNac(1

Figure 2 :

Structure proposée pour le mégaloglycolipide S2n par A. GARDAS (33).
L

2 - Les gangliosides

La présence d'acide sialique dans les glycosphingolipides a
été deémontrée il y a plus de 25 ans dans les globules rouges de Mammiféres
par YAMAKAWA et SUZUKI (35 ) et KLENK et WOLTER (36 ). Les gangliosides
possédent dans leur molécule outre de 1'acide sialique, des N~acZtylosamines.
Le ganglioside majeur de 1'hématie humaine ou sialosyl tétrahexosylcéramide .
possdde de la N-acétylglucosamine (KOSCIELAK et al. :37 , ANDO et al. :38 ,
WHERRET :39 ).



Ces gangliosides 4 N-acétylglucosamire peuvent €tre distingués
de ceux contenant de la N-acétylgalactosamine abondants dans le tissu
nerveux. Ces derniers connus depuis plus longtemps ont été isolés pour la
premiére fois par KLENK en 1935 (40 ). Ces ganglinsides sont désignés sui-
vant la nomenclature de SVENNERHOLM ( 41) par le nombre de résidus sialyl
présents dans la molécule. On distingue ainsi les monosialogangliosides :
GM1, 2 ét 3, les disialogangliosides GDla et 1b, GD2 et GD 3, les trisia-
logangliosides GTla et 1b, GT3 et les tétrasialogangliogides GQ. I1 faut
remarquer la présence de groupements disialosyl (@ -N-acétylneuraminyl

(2 — 8) N—acétylneuraminyl) dans les gangliosides.

3 - Variations de la composition en glycolipides

I1 faut noter que la nature des glycolipides ainsi que leur
intégration dans la membrane varie fortement avec les conditions physiolo-
giques cellulaires. Les variations les plus importantes se rencontrent dans
le cas des cellules foetales, des cellules transformées et lors de modifi-
cations du taux de croissance.

La comparaison de la ré@activité du globoside vis 4 vis d'un
serum antiglobéside dans les &rythrocytes adultes et foetaux montre que ces
derniers sont plus accessibles aux anticorps (HARKOMORI :42 ) bien que les
taux de ce glycolipide soient identiques dans les deux types cellulaires. La
partie glycamnique de la molécule semble €tre exposée dans les cellules foe-
tales et cachée dans la membrane dans les cellules adultes.

La transformation cellulaire permet de montrer le méme phéuno~—
méne : par exemple, les glycolipides de type hématoside (ganglioside-GMS)
sont plus exposés dans les cellules BHK et 3T3 transformées par le virus du
polyome:py BHK ou le SV40:SV40 3T3 que dans les cellules normales (HAKOMORIeE
43 ), En plus de cette différence de réactivitd, la transformation cellulaire
s'accompagne d'une simplification de la partie glycannicue des glycolipides,
dans toutes les cellules quel que soit leur mode de transformation, 7n vivy
ou in vitro, par virus a4 DNA ou RNA, par des carcinogénes chimiques et
méme dans les tumeurs spontanées. Les glycolipides des membranes sont alors
inachevés et perdent les sucres terminaux : acide sialique des gangliosides,

fucose des fucoglycolipides (conduisant & des modifications de groupe san~

guin), perte de galactose ou de N-acétylgalactosamine terminal. Ces modifi

cations sont détaillées dans les revues générales suivantes :

(44), BRADY et TFISHMAN (45), HAKOMORI (46), RICHARDSCN et al. (47).
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Des modifications importantes sont également démontrées en uti-
lisant des cellules en culture, oli la confluence des cellules induit une
augmentation de la synthé&se des glycolipides. Ce phénomdne a été montrd cn
particulier pour le céramide trihexoside, puis pour d'autres glycolipides
neutres : globoside, antigéne de FORSSMAN et pour les gangliosides. Les

quantités de ces glycolipides peuvent augmenter de 50 & 100 Z%.

e

Ce phénoméne est absent dans les cellules transformées (HAKOMORI

48).

B - LES GLYCOPROTEINES

Les structures des glycoprotéines membranaires sont trés mal
connues. Les informations recueillies 3 ce jour proviemment presque exclusi-
vement d'analogies faites avec les glycoprotéines solubles. Les difficultés
sont nombreuses, les molécules portent en général plusieurs glycannes, 1'ex-
traction est difficile et demande d'abord une fraction membranaire isclée,
puis 1'emploi de détergents de maniére & solubiliser les molécules. C'est
pourquoi nombre d'auteurs se sont orient8s vers une deuxime technique qui
est 1'attaque de cellules entiéres par des enzymes protéolytiques qui 1ibé-
rent des glycopeptides solubles. Cette méthode est tout aussi délicate car
les quantités de substances formées sont faibles et peuvent &tre contaminées
par la libération de glycoprotéines intracellulaires duec i la fragilisation
des cellules lors de 1'attaque protéasique.

Trés peu de résultats ont &€té obtenus suivant la premigre méthode.
En effet peu de glycoprotéines membranaires ont été isolées a 1'&tat pur et
en quantité suffisante pour achever des &tudes structurales. On posséde plus
d'informations sur la structure des glycopeptides membranaivres. -

Quelle que soit 1'approche méthodologique, les schémas de strue-
ture sont identiques 3 ceux trouvés pour les glycoprotéines solubles. Le
tableauII résume les principaux types de glycannes qui ont &té caractérisés
dans les membranes plasmiques. On distingue les glycannes conjugués 3 la
partie protéique par une liaison O-glycosidique que l'on retrouve dans les
mucines (voir GOTTSCHALX et al.:49) ei_les glycannes conjuguds par une liaison
N-glycosidiquequi sont généralement des glvcannes branchés (iso-glycannes).

Ce deuxiéme type de glycanne est commun & un grand nombre de glycoprotéines
sériques qui possé&dent toutes le noyau pentasaccharidique suivant : @ -Man-

(1 — 3)-—[}1 -Man-(1 —»6)-—] - p -Man-(1 — 4)-pB -GlecNAc-{1 =-+4&)-} -GlcNAc

(1 — )Asn, sur ce noyau vienment se greffer soit des neuraminyl (ou fucosyi)-
N-acétyllactosamine ou des résidus de mannose (voir les revues générales de
MONTREUIL (50,51),et MONTREUIL et VLIEGENTHART (52). Ces tynes de glycannes

ocnt 8té retrouvés dans les
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TABLEAU 11

STRUCTURE DES DIFFERENTS TYPES DE GLYCANNES
LIES AUX GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES
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glycoprotéines membranaires de cerveau, rein et foie de Rat par KRUSIUS

et FINNE (53).

Nous examinerons les résultats obtenus avec les glycoprotéines

isolées puis ceux obtenus avec les glycopeptides.

1 - Structures glycanniques déterminées avec des glycoprotéines

membranaires

La presque totalité de l'acide N-acétylneuraminique de la membrane.

de 1'hématie humaine est 1liée a4 une seule molécule. Cette sialoglycoprotéine

est appelée glycophorine A et peut @tre isolée des membrames érythrocytaires

sous forme soluble grice & un détergent non ionique suivant la technique

mise au point par MARCHESI et ANDREWS (54). La séquence compl&te en amino-—

acides et le point d'attache des 16 glycannesont puétre déterminéspar TOMITA
P g1} P I

et MARCHESI (55). Quinze chaines oligosaccharidiques sont li&es par des liai-

sons O-glycosidiques et la structure a &té détermin&e par THOMAS et WINZLER

(56) et par ADAMANY et KATHAN (57) (Fig. 3). La structure du glycanne 1i% 2a

1'asparagine n'est pas encore totalement connue. WINZLER a proposé un schéma

dans lequel on retrouve le noyau trimannosidique (59) (Fig. 3) mais cette

structure est incompléte et la structure exacte reste & déterminer.

Bien que d'autres glycoprotéines membranaires aient &té isoclées :
p

5'nucleotidase par EVANS et GURD (61) et pyrophosphatase par les mémes auteurs

NeuNAc
ja2,3
NeuNAc“%° Gal
{ p1,3
GaiNAc

¢
O

S‘ezj(Thr)

A

Figure 3 :

Structure des différents glycannes de la glycophorine A
La structure A correspond aux glycasnnes 1iés par des liaiso
glycosidiques d'aprés THOMAS et WINZLER (58),1a structure B

Fuc NeuNAc
| {
Gal Gal Gal

GicNAc GlcNAc  CleNAe

{
\ ,[}/
3 Man
4

GlcNAc

4
N

Agn

B

sons O-

b : J ans e ammum T EE moanm g B2 e g Koo T s gl g4
correspond au glycanne 11& par une liaison N-glycosidigue d'aprés

WINZLER (60).
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(62,63 ) a partir du foie de Rat, glycocalicine isolée des plaquettes san-—
guines humaines par 1'équipe de JAMIESON (OKUMURA et JAMIESON :64 ; OKUMURA
et al. :65 ), la CSP (cell surface protein) par YAMADA et WESTON (66) ou
LETS (large external transformation sensitive) glycoprotéine par CARTER et
HAKOMORI (67) encore appelée 'galactoprotéine a' isolée des membranes de
fibroblastes, la glycoprotéine majeure des membranes de l'hépatome ascitique
AH66 par FUNAKOSHTI et YAMASHIMA (68), aucune n'a abouti a& la comnnaissance de
la structure de sa (ses) partie (s) glycannique (s). Seul 1'isolement du
récepteur des asialoglycoprotéines d'hépatocyte de Rat par KAWASAKI et
ASHWELL (69) a donné lieu 3 une &tude structurale. La structure des deux

glycopeptides est donnée dans la figure 4. On n'y retrouve pas le noyau

trimannosidique, mais on reconnait les deux types d'isoglycannes décrits

précédemment.
S.A.
o2 —» 246
J
Gal
S.A. S.A.
g1—=~ 34
1_ 2— 3 l (2 —~246
- GleNAc
Gal Gal
g1 —» 245
l g1— 34 l g% — 34
Man (Man} 5 _,
GicNAc GicNAc
a1 —» 3 [
\ | / 1
B1—+24 Man pi—e2,4 Man
| g1— 4 81 --=-34
GicNAc GleNAc
g1—= 34 ‘ g1—>= 24
GleNACc GlcNAc
NN A s~ e ASD e
Glycopeptide 1 Glycopeptide Il

Figure 4

Structure des deux glycannes du récepteur hépatique des asialo-
glycoprotéines (KAWASAKT et ASHWELL : 70).
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L'isolement de glycoprotBines membranaires par chromatographie
d'affinité 3 1'aide de lectines insolubilisées a &galement été effectué.
Les récepteurs de 1'agglutinine du germe de blé (WGA) et du ricin {RCA)
ont été isolés de 1'hématie humaine par ADAIR et KORNFELD (71) ainsi que
ceux de la concanavalineA (Con A) et de 1l'agglutinine de la lentille (LCPHA)
par FINDLAY (72). Les récepteurs de la Gon A ont été également isolés & partir
des synaptosomes par ZANETTA et GOMBOS (73), & partir des lymphocytes de
Souris par NILSSON et WAXDAL (74) et des cellules L par HUNT et al. (75),

13 non plus, aucune structure glycannique n'est connue.

2 - Structures glycanniques déterminées avec des glycopentides

membranaires

Bien que 1'attaque protéolytique des cellules libére des glyco-
protéines intracellulaires comme 1'ont signalé JETT et JAMIESON (76), de
nombreux auteurs ont employé& cette technique pour isoler des glycopeptides
membranaires.

L'attaque trypsique des cellules TA 3 (lignée Ha) a permis d'iso-
ler des glycopeptides d'une masse woléculaire de 200 000 daltons (CODINGION
et al. :77 ; SLAYTER et CODINGTON ; 78 ). Chaque cellule posséde & sa sur—
face 3 x 105 molécules qui contiennent une centainé de glycannes. Deux types
de glycannes sont attachés & la proté@ine par des liaisons O-glycosidiques.
Ils sont caractérisés d'une part par la longueur des chaines oligosacchari-
diques et d'autre part par la présence 3 l'extrémité non ré&ductrice d'un
résidu p~galactosyl terminal, ou d'un acide N-acétylmeuraminique (SPRINCER
et al. :79) (Fig. 5).

Des glycopeptides ont &té isolés par digestion pronasique de
membranes plasmiques de 1'hépatome ascitique Al 66 par 1'équipe de YAMASHINA
(FUNAKOSHI}et al. :81 3 NAKADA et al. :82) ces molécules portent les deux
types de glycannes O-et N-glycosidiques mais, comme dans le cas des sialogly-
copeptides isolés par SMITH et WALBORG de 1'hépatome AS-30 D (83) aucune
structure n'est déterminée. Les deux types de glycannes N-et O-glycosidigues
ont également €té& mis en évidence sur des glycopeptides trypsiques de mem—
membranes plasmiques isolées d'hépatocytes de Rat (CACAN : 84 ) ét par DEBRAY
et MONTREUIL ( 85 ) sur des glycopeptides trypsiques d'une lignée établie
d'hépatocytes en culture (cellules RL). Ces derniers montrent de plus 1'exis-
tence de glycopeptides de type N-acétyllactosaminique et de type oligomanno-

sidique.



Long-clxam type
a-NeuNAc-(2—»3)--p-Gal-(1—3 or 4)-p-GlcNAc- (12,4, or 6)-D- -Gal-(1—3 or 4)-z-p-GalNAc-
Ser(Thr) .

p-p-Gal-(1--3 or 4)-0-GlcNAc-(1—2,4, or 6)-p-Gal-(1-+3 or 4)-2-p-GalNAc-

Ser(Thr) 5

Short-chain type .
a-NeuNAc-(2—>3)--p-Gal-(1—3 or 4)-a-pD-GalNAc-Ser(Thr) ' .

3
B-p-Gal-(1—3 or 4)-g-p-GalNAc-Ser(Thr)
4.
o-p-GalNAc-Ser(Thr)

5

Figure 5 :

Structure des différents types de glycannes de 1'épiglycanine des
cellules TA, 4d' apres CODINGION et al. (80). Les glycannes 1 et 2
sont des glycannes & longue chalne, les glycannes 3, 4 et 5 sont des
glycannes courts.

L'emploi de lectines a parfois permis d'étudier la structure de
certains glyccpeptides membranaires. Le récepteur de la lectine d'Adgaricus
bisporus est un disaccharide p-Gal-(1 — 3)-GalNAc — Serine (Thrécnine)
(PRESANT et KORNFELD :86 ). D'aprés 1'dtude d'OSAWA de nombreuses lectines
mitogénes se lient sur le chafnon (Man) 3 a»GlcNAc-w»GlcNAc (TOYOSHIMA 2% al.:
87) mais ces Etudes sont réalisées par compétition avec des glycopeptides de
structures coinnues ce qui ne constituent pas une preuve directe de la struc—
ture des glycannes membranaires. La fixation de glycopeptides membranaires
sur des colonnes de lectines insolubilisées a abouti 2 1'isolement du récep-
teur de la Con A des cellules de 1'hépatome de NOVIKGFF ou AS-30 D par NERI
et al. (88) et ROBINSON et al. (89). Le récepteur de la Con A a &té sépard

du récepteur de la lectine de Robinia pseudoaccacia dans les cellules hé

.
* .t‘

tiques normales et tumorales (hépatome de Zajdéla) par DIEVARD et BOURRILLOY

{90) mais dans tous ces cas aucune sltructure n'est connie.
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Si aucune séquence n'a pu étre directement &tablie, 1'utilisation
des endo—- p -N-acétylglucosaminidase H et D a permis & 1'équipe d'ATKINSCN
de montrer la présence de glycopeptides N-glycosidiques de types oligomanno-
sidique et de type N-acétyl lactosaminique dans des cellules humaines KL-2
(CECCARINT et al. :91 ; MURAMATSU et al. :92 ) et dens les cellules BHK 21
par 1'équipe de KOBATA (OGATA et al. : 93). Il faut remarquer que comme dans
le cas des gangliosides,des groupements disialosyl: a -N-acétylneuraminyl-
(2 - 8)-N~acétylneuraminyl ont &té trouvés dans les glycoprotéines membra-—

naires par FINNE et al. (94). »

3 - Variations de la composition et de la structure des

lycoprotédines membranaires
P

Les variations de la composition et de la structure des glyco-
protéines de la membrane plasmique sont le témoin de la vie sociale de la
cellule. Ces variations sont de différents ordres : variation de la sialy-
lation, disparition ou apparition de glycoprotéines, changement de type de
glycannes.

L'augmentation de la sialylation des glycoprotéines membranaires
dans les cellules tranformées semble €tre un phénoméne général (VAN BEEK
et al. :95 ). Ce résultat est montré par des expériences de tamisage molé-
culaire des glycopeptides membranaires réalisées selon la méthode de WARREN
et al. (96) qui montrent que par rapportvé des cellules normales, les glyco-
peptides des cellules transformées contiennent un excés d'acide sialique.
Cette richesse en acide sialique est proportionnelle 3 la capacitd d'induire

des tumeurs chez 1'animal d'aprés les travaux de GLICK et al. (97, 98).

Une famille de glycoprotéines isolée du fibroblaste semble &ga-~
lement 8tre en relation avec la transformation néoplasique : il s'agit de
la CSP également isolée sous le nom de "LETS protein" ou de 'galactoprotein
a". Cette glycoprotéine posséde les particularités suivantes : c'est la gly-
coprotéine majeure de la membrane des fibroblastes comme 1'ont démontré& YAMADA
et WESTON (99), elle est fortement marquée par des procédés de marquage

spécifique des protéines et des glycoprotéines membranaires (marquage & 1'iod

v

catalysé par la lactoperoxydase et marquage du galactose & 1l'aide de la
galactose oxydase) selon les travaux de HYNES et HUMPHRYES (100" et de GAHLIBFREG
et HAKOMORI (101), son taux diminue ou elle disparait aprés transformation

par des virus oncogéniques (VAHERI et RUOSLAHTI :102 ; BURRIDGE :103 ;

HYNES : 104 ), ajoutée au milieu de culture elle restaure la morphologie



normale, 1'adh&sion et 1'inhibition de contact sur des fibroblastes trans-
formés (YAMADA et aql. :105), elle est rapidement détruite par les protéases
et augmente quand la culture arrive 3 confluence (GAEMBERG et al. : 106 ).
Ces propriétés scont détaillées dans la revue générale de YAMADA et PASTAN
(107). De plus la présence de la "galactoprotéine a'dans la membrane dépend
de la phase ol se trouve la cellule dans le cycle cellulaire, cette gly-
coprotéine apparait en phase G, comme 1'ont montré GAHMBERG et HAKOMORI
(108).

Des variations dans la nature des glycannes sont notées en fonc-
tion de la croissance de la cellule : la membrane de cellules en multiplicatio
serait enrichie en glycannes de type oligomannosidique par rapport aux
cellules en repos ol le type N-acétyl lactosaminique prédominerait (CECCARINI
et al. :109 ; MURAMATSU et al. :110 ). Récemment par des méthodes immuno-
logiques, des glycoprotéines possédant des glycannes analogues & ceux des
gangliosides : les GM1 ganglicprotéines, ou i ceux des globosides : les

globoprotéines ont &té trouvées par TONEGAWA et HAKOMORI (111). lLes

ganglioprotéines seraient dépendantes de la transformation cellulaire.

C - LES PROTEOGLYCANNES

Les protéoglycannes appelés également mucopolysaccharides ou
glycoaminoglycannes sont des glycoprotéines (sauf pour 1'acide hyaluronique)
caractérisdes par le fait que les glycannes lindaires sont formés par des
enchainements d'unités disaccharidiques : acide uronique-(1 —= 3)-N-acyl
osamine unies les unes aux autres par une liaison N-acyl osamine~(1 - 4)-
acide uronique. Ces molécules peuvent &tre 0-ou N-sulfatées et présentent une
trés forte microh@térogénéité. Le point d*attache avec 1a protéine se fait

par 1'intermédiaire d'une liaison entre le xylose et la sérine.

-1 = Structure des protéoglycannes membranajres

Le tableau III montre la structure des protéoglycannes trouvés
dans les membranes plasmiques. La pfésence d'héparane sulfate a €té montrée
par KRAEMER (112) dans des cultures de cellules de Hamster Chincis {(CHO),
cette méme molécule a été retrouvée avec de l'acide hyaluronique dans des
cellules de rein de singe vert (GMK) normales et transformées par le SV 40
par MAKITA et SHIMOJO (113)., La masse moléculaire de 1'héparane sulfate
membranaire est d'environ 135 000 daltons (KRAEMER et SMITH : 114 ).

L'hydrolyse pronasique de mermbranes d'hépatome ascitique

AH 130 FN libére du chondroitine sulfate A (MUTOH et al. :115), qui z été
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également purifié i partir de cellules de mélanome de souris B 16 par
BHAVANANDAN et DAVIDSON (116). A partir de membranes synaptosomales et de
myéline SIMPSON et al. (117) ont isold outre de 1'acide hyaluronique, une
glycoprotéine sulfatée possédant du mannose et se distinguant par ses para-

- . » . ra
métres physicochimiques des protéoglycannes actuellement connus.

2 ~ Variations de la composition en protéoglycannes

Conme dans le cas des glycolipides et des glycoprotéines la
nature et la quantité des protdoglycannes membranaires varient lors de la
transformation cellulaire. La transformation virale réduit la quantité de

protéoglycannes a la surface des cellules comme il a &t& montré pour les

cellules 3T3 aprés transformation par le SV SV 3T3) (ROBLIN et al. : 118

V40
COHN et al. : 119 ). D'autre part la nature de ces glycoconjugués semble
&tre modifiée en particulier 1'héparane sulfate des cellules SV 3T3 semble
posséder plus de charges que 1'héparane sulfate des cellules 373 normzles
(UNDERHILL et KELLER :120 ).

Lors d'études sur des cultures de cellules COHN et al. (121) ont
montré qu'a forte densité cellulaire, on observe une augmentation du taux
de chonchoitine-6-sulfate et d'héparane sulfate et une diminution de 1'acide

hyaluronique.

IT - LE ROLE DES GLYCOCONJUGUES DE LA SURFACE CELLULAIRE

Bien que ces composés soient en quantité mineure & la surface
de la cellule, les glycoconjugués ont par leur glycanne des rSies biclogiques

extrémement importants. Tous ces r0les ont un point commun : les glycannes

sont des signaux de reconnaissance. Ce rdle général que peuvent jouer les

glycannes a &té tout d'abord suggéré par WINTERBURN et PHELPS (i22) pour qui
"les glycoprotéines sont synthétisées par des cellules pour des cellules"
pour ces auteurs une glycoprotéinesynthétisée par une cellule reconnalt sa
cellule cible grice & son glycanne. Nous envisagerons dans ce chapitre le
phénoméne inverse ot ce sont les glycannes des glycoconjugués membranaives
qui reconnaissent soit des molécules solubles,soit d'autres cellules. Dans

ce cas ce sont en général les menosaccharides externes qui interviennent pour

coder le signal.
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A - LES GLYCOCONJUGUES MEMBRANAIRES EN TANT QUE DETERMINANTS
ANTIGENIQUES

1 - Déterminants antigéniques portés par les glycolipides

On connalt trés bien 4 l'heure actuelle les déterminants antizini-
ques du systZme de groupe sanguin A, B, 0. Les structures détaillées ont &té
€lucidées grace a des glycoprotéines de secrétion possédant les activités
ABO, 1eé structures ont &té résumées d'aprés les revues générales de WATKINS
(123) et de GINSBURG (124) dans le tableau IV. A cause des difficultés d'ex~—
traction et du faible rendement ce n'est que plus tard que les glycosphingo=-
lipides 3 activité@ ABO ont &té& isgolés de la mewbrane d'hématie humaine. L&
développement des techniques d'étude de la structure (méthylation, spectro-
métrie de masse) a permis de retrouver ces structures dans les glycolipides
4 activité O (déterminant H), A (KOéCIELAK et al. :128 ; BANFLAND :129 ).
C'est uniquement les sucres terminaux qui conférent 4 la molécule ses pro-
priétés antigéniques : résidu a-L-fucosyl pour le déterminant H, auquel
s'ajoute soit le résidu a-D-Nacétylgalactosaminyl pour le déterminant A ou
le résidua-D-Galactosyl pour le déterminant B. L'utilisation d'exoglycosi~
dase (& -galactosidase de grain de café) permet de faire disparaitre 1'ac-
tivité B i la éurface des hématies trait@es par 1'enzyme comme 1’'a montré
1'équipe de SHARON (HARPAZ et al. :130 ), ce type d'expérience permet de
calculer le nombre de sites antigéniques qui serait de 2,2 106sites par cel~
lules et confirme la position externe des déterminants antigéniques.

Les antigénes du systéme Lewis (Le a et Le b) sont également de

-
>

nature glycosphingolipidique. Les structures des déterminants ont &té &étudiéecs

dans les membranes des hématies et dans les tumeurs humaines par HAKOMORI
et STRYCHARD (131) et HAKOMORI et ANDREWS (132) et sont résumés dans le
tableau IV. Mais ces antigénes sont captés par 1'hématie & partir des lipo-
protéines sériques et peuvent donc étre considérBes comme des antigénes ex-
trins&ques (MARCUS et CASS : 133).

Le systéme de groupe sanguin P chez 1'homme posséde tvois anti-
génes P1l, P et PK qui sont portés par des glycolipides : céramide trihezoside
pour PK, globoside pour P et céramide pentasaccharide pour Pl (RAIKI et
MARCUS :134 ). Ces structures sont représentées dans le tableau I p. 7.

Un glycolipide & activité de groupe sanguin T a également &té
isolé par GARDAS (135) et une premiére hypoth8se concernant la structure du
déterminant antigénique a €té formule, elle est représentée dans le tableau

Iv.



TABLEAU TV

LES PRINCIPAUX DETERMINANTS ANTIGENIQUES PORTES PAR LES
GLYCOLIPIDES DE LA MEMBRANE D'HEMATIE HUMAINE

Déterminants antigéniques du systéme ABO d'aprés WATKINS (125).

Chaine de type 1 Activité

3
GalPGIcNAc — R

Gal"? GlcNAc - R 0o
ta12
Fuc

3 0
GalNAc Y Gal #*2 Glenac — R A
;a1,2

Fuc

1.3 81,3
Gal = Gal'™" GlcNAc ~ R B
ja1,2

Fuc

Déterminants antigéniques du systéme
Lewis d'apré&s HAKOMORT et STRYCHARD

(126).
Fuc1
Activite
Gaiﬁl’—sGicNAc - R Le?
;a1,4_
Fuc
Gal’PcieNAc ~ R LeP
a2 jaigd
Fuc Fuc

Chaine de type 2 Activite

Gal'gij%cNAc - R

Gal "aicnac - R o
fai2
Fuc

13 A4 ’
GalNAc~ Gal '~ GicNAc ~ R A
jal2
Fuc

14
Gal “%2 Gal " GicNAc ~ R R

jal2
Fuc’

Déterminants antigénique I d'apr3s
GARDAS (127).

1,4

2
= Gal 2 GlcNAc

Pd
\2’ o
154 i
Gal = GleNAc —~ B
s

T ’ v
r 43 Fr s aats .
Sérum anti-] (2168

sl T

Sérum anti-1{1¢e gajegoric:

Serum  anti-H1
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2 - Déterminants antigéniques portés par les glycoprotéines

La présence de déterminants ABO dans les glycoprotéines de la
membrane d'hématie a été longtemps contestée, il semble pourtant que plu-—
sieurs auteurs ont isolé de telles molécules (ANSTEE et TANNER :136 3 137 )
Les déterminants ne seraient pas porté&s par une seule glycoprotéine mais
par trois groupes de glycoprotéines érythrocytaires PAS-1, PAS-2, PAS-3
qui porteraient uniquement les déterminants de type 2.

La glycoprotéine majeure de l'hématie humaine : la glycophorine
porte les déterminants M et N qui constituent le second systéme majeur de
groupe sanguin (voir la revue générale de WINZLER 138). Les séquences
oligosaccharidiques sont, 13 encore, responsables de 1'activité antigénique.
I1 s'agit de glycannes 1liés & la protéine par des liaisons de type O-gly-
cosidique. Ces antigénes sont facilement 1ib&rés de la cellule par les
enzymes protéolytiques (COOK et EYLAR :139 ). Le tableau'V montre la struc-
ture probable de ces antigénes d'aprés SPRINGER et aql. (142). D'aprés cet
auteur le déterminant M est obtenu par sialylation du déterminant N. Cer-—
tains résultats tendent pourtant & prouver que des glycoprotéines différentes
portent les activités N et M (WAéNIOWSKA et DRZENIEK :143 ).

L'activité de groupe I est Egalement retrouvée sur les glyco-
protéines de la membrane de 1'hématie (EBERT et al. :144 ) et les déterminants
sont portés par des chaines oligosaccharidiques de type N-glycosidique. Il
semble que cette glycoprotéine qui porte les déterminants T soit différente
de la glycophorine.

De nombreux antigénes mewmbranaires sont de nature glycoprotZique
par exemPle les antigénes d'histocompatibilité parmi lesquels les antigénes
du systéme H-2 chez la souris (voir les travaux de NATHENSON et CULLEN 145).
Une structure hypothétique du glycanne est représentée dans le tableau v,
mais il semble que, dans ce cas, le glycanne ne posséde pas 1l'activité H-2.

La nature glycoprotéique de plusieurs antigénes a €té démontrée.
Par exemple les glycoprotéines Thy-1 isolées des thymocytes et du cerveau
qui portent les antigénes théta (6 ) sous ses deux formes alléliques ¢ -AKR
T et 0C3—17 (BARCLAY et al. :146 ). Les glycoprotéines gp 70 et gp 45 de 1'en~
veloppe virale du virus de Rauscher de la leucémie murine (QWLV) ont &té
isolées par MARQUARDT et al. (147), ce qui a permis de retrouver ces antigénes
grice a des méthodes immunochimiques a la surface de nombreuses lignges de
cellules murines normales (CLOYD et al. : 148 ) et infectées par des virus

(CLOYD et al. :149 ).
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TABLEAU Y

STRUCTURE DES GLYCANNES LIES A DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES
POSSEDANT UNE ACTIVITE ANTIGENIQUE DANS LES CELLULES DE MAMMIFERE

Structure des déterminants antigéniques de groupe M et N, d'aprés
SPRINGER et al.(140C)

o
Gal «w—— NeuNAc

4

GaliNAc :

.cou Gal )2\
Gal

Gal <— NeuNAc
4
GalNAc
.cou Gal )},
| - Gal < NeuNAc

=

Structure hypothétique du glycanne des glycoprotéines H-2 d'aprés
NATHENSON et CULLEN (141)

NeuNAc N euNAc (Ne-uNAc)

v ¥

Gal Gal Gal

G\licNAc leCNAC GlcNAC

v \

GlcNAc  GlcNAc
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A
Fuc WG%CNAG
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B ~ LES GLYCOCONJUGUES MEMBRANAIRES EN TANT QUE RECEPTEURS DE VIRUS

L'absorption d'un virus sur la membrane plasmique constitue
1'événement initial de la rencontre entre le virion et la cellule hdte.
Les résidus monosaccharidiques terminaux jouent un rdle prépondérant dans
la reconnaissance des virus avec la membrane cellulaire. Ce fait a parti-
culiérement bien été démontré pour les myxovirus, les paramyxovirus et les
réovirus.

L'interaction des myxovirus et des paramyxovirus avec les mem—
branes cellulaires se fait par 1'intermédiaire des résidus sialyl terminaux
(voir par exemple GOTTSCHALK :150 ). Les analogues a4 8 et 7 atomes de car-—
bone ne sont pas capables de fixer le virus de 1'influenza (souche PR&}
HUGHES (151), tandis que la souche asiatique (AZ) du méme virus nécessite
pour se fixer & la cellule, outre le radical tricarboné terminal, la présence
du groupement O-acétyl en position 4 (PEPPER :152 ). La nature de la sialo-
glycoprotéine membranaire qui joue le rble de récepteur dépend de sa vichesse
en résidug sialyl . Dans le cas du globule rouge, c'est la glycophorine qui
joue le rdle de récepteur comme 1'ont montré KATHAN et al. (153). La glyco—
phorine est également le récepteur du virus de 1'encéphalomyocardite (EXC)
(ENEGREN et BURNESS :154 ). Les gangliosides semblent @tre impliqués dans
la reconnaissance du virus Sendal comme 1'a montré HAYWOOD (155, 156 ). L'ab~
sorption du virus sur la membrane semble d'ailleurs déclencher un réarran-
gement des glycoprotéines et des glycolipides de la surface cellulaire
(AOYAGI et al. :157 )peut—8tre en relation avec les phénomdnes de fusion
membranaire.

L'intéraction des réovirus avec les membranes érythrocytéires
nécessite la présence d'un résidu N-acétylglucosaminyl dans le récepteur
membranaire (GELD et LERNER : 158).

Le récepteur de 1'adénovirus (Type 2) des cellules KB a &té
isol& par plusieurs équipes en particulier par MEAGER et al. (159) et
HENNACHE et BOULANGER (160) mais dans ce casg, bien que le récepteur soit ume
glycoprotéine, la partie glycannique ne semble pas directement impliquée dans

la reconnaissance du virus par la cellule.

C - LES GLYCOCONJUGUES MEMBRANAIRES EN TANT QUE RECEPTEUR DE MOLECULES
SOLUBLES |

Les glycoconjugués membranaires peuvent &galement €tre deg ré-

cepteurs pour des molécules solubles (toxines, hormones, asialoglycoprotéinas),
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Nous pouvons classer les événements que déclenche la formation du complexe
récepteur—ligand en decux catégories selon 1'intervention ou non des nucléo-
tides cycliques (en particulier de 1'AMPcyclique) dans la réponse cellulaire.
En effet, certains récepteurs sont couplés d 1'adénylecyclase, c'est—d-dire
que la reconnaissance du récepteur par le ligand conduit 3 une augmentation
de l'activité adényl-cyclasique, donc & une augmentation du taux intracel-
lulaire d'AMPc. D'autres récepteurs conduisent, aprés la fixation avec leur
ligand spécifique, d des phénoménes biochimiques ol 1'AMPc¢c n'intervient

pas directement. Nous étudierons successivement ces deux types de récepteurs.

1 - Les récepteurs couplés 4 1'adényl-cyclase

Parmi ces récepteurs nous distinguerons les récepteurs de toxines

et les récepteurs hormonaux.

(161) montrent que les gangliosides isolés de cerveaux se lient d l'entero-
toxine du Vibrio cholerae. C'est en 1973 que QUATRECASAS a identifié le
récepteur au ganglioside GM1 (162). D'une part une bonne corrélation est

notée entre ld teneur des membranes plasmiques en GM, et la réponse 3 lea

toxine (HOLLENBERG et al. :163 ). D'autre part, l'iniorporation de GMl’ dans
des cellules ne possédant pas ce ganglioside (fibroblaste de souris NCIC
2071) induit une réponse 3 la toxine (MOSS et al. :164 ). La fixation de la
toxine sur le récepteur conduit & une activation de 1'adényl-cyvclase mem—
branaire dans un grand nombre de tissus (FIELD : 165 ; FRANKS :166 ), mais
aussi 8 une modification de la perméabilité membranaire (MOSS et al.: 167)et &
une redistribution des sialoglycolipides (SEDLACEK 2t al. : 168).

Les gangliosides se fixent &galement sur la toxine tétanique
(VAN HEYNINGEN et MILLER :169 ), mais dans ce cas le ganglioside le plus

actif se révéle &tre le GD1b (VAN HEYNINGEN :170 ).

travaux de SUTHERLAND que les hormones polypeptidiques n'entrent pas dans la
cellule cible. L'hormone se fixe & son récepteur membranaire et le message
hormonal est transmis & la machinerie cellulaire par un 2&me messager :
1'AMPc (SUTHERLAND et ROBISON :171 ).

Les travaux de CUATRECASAS (172) ont montré que les récepteurs

INEE H

hépatocytaires et adipocytaires de 1'insuline sont des glycoprotéines

branaires qui peuvent &tre solubilisées par 1'action de détergents cor
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Triton X-100. Les récepteurs conservent leur activité biologique aprés
solubilisation et purification par chromatographie d'affinité sur des
colonnes de lectines insolubilisées. La molécule purifiée est en effet
retenue sur des colonnes de {oncanavaline A et d'agglutinine de germe de blé
(WGA) (CUATRECASAS :173 ). La masse moléculaire du récepteur est de 300 000
daltons, la capacité de fixer l'hormone n'est pas diminue aprés traitement
3 la neuraminidase, mais les résidus galactosyl ainsi exposés sont nécessaires
3 la reconnaissance. En effet un traitement séquentiel @ la nmeuraminidase
puis & la p-~galactosidase fait disparaitre la capacité de liaison & 1'insu~
line (voir la revue générale de CUATRECASAS :174).

Les glycosidases utilisées sur des cellules entiéres diminuent
la réponse de la cellule & certaines hormones. Par exemple, le traitement
des cellules corticosurrénales par la neuraminidase inhibe la production de
stéroides en présence d'ACTH (HAKSUR et al. :175 ). Dans ce cas il semble
que le récepteur soit de nature glycoprotéinique et que 1'acide sialique
intervienne directement dans la fixation de 1'hormone.

L'acide N-acétylneuraminique est également nécessaire d la fixa~
tion de la TSH sur les membranes thyroldiennes (MOORE et FELDMAN : 176 ).

En outre, dans ce cas, il y a tompétition entre la toxine cholérique et la

TSH au niveau du récepteur (MULLIN et al. : 177 ) mais 17inhibition maximzale

")

n'est que de 40 7. Une corrélation a &té Etablie entre la présence de gan-

Go

¥

gliosides dans la membrane, en particulier le GMl et le GDla, et la capacité
de fixer la TSH. En effet, une tumeur thyroidienne (1-8R) déficiente en
gangliosides a perdu la capacité de fixer 1'hormone (MELDOLEST et al. :178).
Les gangliosides sont donc les récepteurs de la TSH, ce qui est confirmé
par le fait que 1'hormone se fixe sur des liposomes contenant ces glycoli-
pides (ALOJ et al. :179 ). Les parties du glycanne actives dans la recoun-
naissance sembleraient 8tre les groupements disialosyl (MULLIN et al. : 180}
Des gangliosides possédant des groupements disialosyl intera-
gissent fortement avec la gonadotrophine chorionique humaine (HCG) (LEE et
al. :181 ) et avec la LH (LEE et al. :182 ). Il semble que les hormones
comme la TSH, 1'HCG, la LH et la FSH qui ont une s&quence peptidique commune
avec la protéine B de la toxine cholérique, aient un mede de recennaissance
 semblable de leur cellule cible qui résulte de 1'interaction de leur partie
protéique avec des structures gangliosidiques. Il semble également que les
groupements disialosyl fassent partie du récepteur de la sérotonine (VAN

HEYNINGCEN :183 ).



D'autres substances non hormonales agissent &galement par 1 in-
termédiaire d'un récepteur glycoprotéique. Le facteur lymphocytaire gui
inhibe la migration des macrophages (MIF) se fixe sur la membrane du macro-
phage sur un récepteur fucosylé (REMOLD : 184 ). Le ré&sidua -L-fucose joue
un rG6le important dans la fixation. Dans ce cas on ignore si la fixation

du »éitateur aboutit i l'activation de 1'adényl cyclase.

2 - Les récepteurs non couplés & 1'adényl cyclase

Certaines molécules possédent un récepteur membranaire, mais
la formation du complexe récepteur—-ligand déclenche des phénoménes autres
que ceux mettant en jeu 1'AMPc par exemple la phagocytose ou la pénétration

1
ab

rd

o]

d'ions. Nous étudierons successivement ces deux types de réactions : d
le cas ol le complexe récepteur-ligand conduit & la phagocytose ou pinocy~
tose de molécules, phénoméne mis en &vidence par ASHWELL, puis le cas oil le
complexe récepteur—-ligand conduit & la pénétration d'ions dans la cellule.

a — Les glycoprotéines désialylées injectées 3 des mammiféreg
disparaissent trés vite de la circulation. Ce mécanisme a &té découvert par
1'équipe d'ASHWELL en 1970 (VAN DEN HAMER et al. :185 ; MORELL et al. :186 ).
Le mécanisme peut se résumer de la maniére suivante : 1 - les asialoglyco-—
protéines gont reconnues par le foie et catabolis@es par les lysosomes ;

2 - le signal de reconnaissance de la glycoprotéine est le résidu galactosyl

T

démasqué par la désialylation ; 3 -~ cetteclearance est un phénomdne de tout
ou rien. En effet si 2 des 10 acides sialiques de la cérul8oplasmine sont
détachés, la molécule disparait rapidement de la circulation ; 4 - le rem~
placement des acides sialiques manquantSrestaure la durée de vie normale dans
le sérum ; 5 - ce récepteur présent sur les membranes hépatocytairesest une
glycoprotéine et sa sialylation est nécessaire 3 la reconnaissance {voir les
revues générales de ASHWELL et MORELL (187,188 )). La structure des deux
glycannes des deux sous-unités du récepteur est indiquée dans la Figure 4. Le
récepteur a &té &galement isolé chez les Oisecaux oll un systéme anzlozue

¥

existe, mais le signal de reconnaissance est, dans ce cas, la N-acétyligluco-

samine (LUNNEY et ASHWELL :189 ). Ce récepteur, en plus de sa fonction d'é-
puration des asialoglycoprotéines, serait capable de fixer des cellules comue
les hématies. Fn effet il a &té montré par JANCIK et SCHAUER (190) que le
taux d'acide sialique détermine la durée de vie de ces cellules. La transfu-
sion d'érythrocytes autologues partiellement disialylés montre que ces eellu-
les disparaissent rapidement de la circulation et s'accumulent dans le foisz

ot 1ls sont détruits.
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Un systéme identique & celui du foie semble exister pour les
enzymes lysosomiaux. En effet HICKMAN et NEUFELD (191) ont proposé une
hypothése attrayante sur 1l'origine des enzymes lysosomiaux : ces enzymes
de nature glycoprotéique seraient secrétés par des cellules et reconnus
par la membrane d'autres cellules. La reconnaissance enzyme-membrane dé-
clencherait une phagocytose conduisant au stockage de ces enzymes dans les
lysosomes. Des enzymes comme la - glucuronidase,lap -galactosidase, la
p -N-acétylglucosaminidase lysosomiales, injectées & des rats disparaissent
rapidement de la circulation (STAHL et al. :192 ). Seule 1'injection simul-
tanée d'asialoorosomucoide augmente le temps de survie ce qui
suggére que la reconnaissance se fasse par 1'intermédiaire des résidus N-
acétylglucosaminyl. Dans ce systéme proche de celui d"ASHWELL on ne possade
aucune information sur la nature du récepteur.

Dans certains cas, la liaison récepteur-ligand induit la pén2-
tration d'ions dans la cellule réceptrice. En particulier, la transferrine
posséde un site récepteur sur le réticulocyte, cette glycoprotéine permet
1'apport du fer nécessaire & la biosynthése de 1'hémoglobine. Le récepteur
a été isolé par LEIBMAN et AISEN (193). Il s'agit d'un complexe glycopro-
téique formé par la combinaison de deux sous-unités de masse moléculaire
176 000 et 95 000 daltons. La liaison avec la transferrine semble dépendre
du glycanne de la grosse sous—unité.

La recherche des mécanismes par lesquels 1'acétylcholine régule
la perméabilité vis & vis des cations dans les membranes excitables a conduit
d la caractérisation, & l'isolement et & la purification du récepteur. Les
organes électriques d'Flectrophorus electricus ou de diverses espices de
Torpedo ont &té utilis&s pour isoler par chromatographie d'affinité ce
récepteur (voir la revue générale de CHANGEUX :194 ). Le récepteur est une
glycoprotéine de masse moléculaire 270 000 daltons formée de sous-unités
de 40 000 daltons. On ignore le rdle du glycanne dans la liaison avec 1'acé-
tylcholine. Par contre, on sait que sa liaison avec la glycoprotéine déclen-
che des modifications de conformation conduisant 3 1'ouverture d'une protéine
ionophore responsable du passage transmembranaire des cations (GRUNHACGEN

’
et CHANGEUX : 195 ).

D — ROLE DES GLYCOCONJUGUES MEMBRANATRES DANS L'ADHESION ET LA
RECONNAISSANCE CELLULAIRE

La reconnaissance cellulaire puis 1'adh&sion sont les phincuwéness

qui président & la formation des tissus. Les cellules evbrycnnaires disc
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grice 3 1'EDTA ou 3 la trypsine se réassocient in vitro pour donner des
structures tissulaires coh@rentes (STEINBERG et ARMSTRONG :196 ). Les
glycoconjugués sont impliqués dans ce phénoméne de reconnaissance mais les
mécanismes exacts ne sont pas &lucidés (voir, a cet &gard, HUGHES :197 ).
En effet les résultats obtenus avec les différents modéles expérimentaux
ne permettent pas jusqu'd présent une explication unique du phénoméne. Les

différents concepts sont résumés dans la figure 6.

Interaction glycanne - glycanne 2-Interaction glycanne -récepteur

7 )
Bos)
C.ons
/ Lectine
ou ,'
ectoglycosyltransferase ™~
teur dagregation :

Lectine ou ectoglycosyitranstérase

2

Q)

<

Figure 6 :

Différentes hypothé&ses concernant le rdle des glycoconjugués mem-
branaires dans la reconnaissance des cellules eucarvotes.

1 - Interaction glycanne-glycanne

La possibilité de formation de ponts hydrogénes entre deux
glycannes a été avancée pour expliquer 1'adh&sion cellulaire (JONES :1323 ).
Cet effet serait modulé par les charges portdes par les acides sialiques,
mais les résultats sont différents suivant les cellules &tudiées. D'aprds
KEMP, 1'agrégation des cellules de muscles embryonnaires de Poulet est

inhibde aprés traitement i la neuraminidssé (199). La présence d'acide
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sialique est &galement nécessaire pour la formation de colonies de lympho-

cytes dans la rate (TONELLI et MEINTS :200 ). Par contre l1'action de la neu-
raminidase augmente 1'agrégation des cellules Hela (DEMAN et al. :201 ), dans
ce cas les forces d'adhésion sont atténuBes par les acides sialiques de sur-

. ~ . Py . ++
face qui eux-m@mesSvoient leur effet modulé par l'ion Ca .

2 - Interaction glycanne-récepteur

La formation d'un complexe stéréospécifique entre un glycanne
et un récepteur nécessite une structure glycannique particuliére, susceptible
d'@tre reconnue par le récepteur 3 1'exclusion d'autres glycannes. Dans beau-
coup des systémes cellulaires &tudiés, on montre l'importance des résidus
B -D-galactosyl . ROTH et al. (202), en utilisant les cellules de neurorétine
embryonnaire de Poulet observent une perte de spécificité de la reconnaissance
aprés traitement par la f-galactosidase, CHIPOWSKY, LEE et ROSEMAN (203) ont
montré que des fibroblastes transformds par le virus SV 40 (SV 3T3) recon-
naissdientspécifiquement des résidus galactosyl fix&s de fagon covalente sur
des billes de Sépharose. L'utilisation de la lectine de Ricinus commnis a
permis de prouver que des cellules 3T3 en culture présentaient une augmen-
tation des résidus galactosyl lorsqu'elles arrivaient & confluence (NICOLSON
et LACORBIERE :204 ). Les mutants des cellules BHK21 résistant 4 la toxine du
Ricin (ricine) qui présentent une déficience en résidus galactosyl & leur
surface (MEAGER et al. :205) ont leur capacité de reconnaissance fortement
diminuée.

Un modéle de ce type d'interaction est donné lors de la reconnais
sance de la membrane du spermatozoide par la membrane ovulaire avant la
fécondation. Chez 1'Oursin Arbacia punctulata, SCHMELL et al. (206) ont
montré qu'un récepteur glycoprotéique de 1l'ovule reconnaissait un récepteur
spécifique de la membrane du spermatozoide.

Dans tous ces cas, 1l semble que ce scient des résidus moncsac-
charidiques terminaux qui jouent le rdle de signaux de reconnaissance. On
peut classer ce mode d'interaction suivant la nature du récepteur qui peut
8tre soit un enzyme : une ectoglycosyltransférase, ou une lectine membranaire

Nous distinguerons ces deux cas dans la suite de 1'exposé.

Les glycosyltransférases catalysent la réaction suivante :

nucléotide -« glucide + Accepteur -~ Accepteur -~ glucide + nucléotide, la



..31_

réalisation du complexe enzyme-substrat nécessite la reconnaissance par le
site actif de l'enzyme de la partie glycannique de 1'accepteur. ROSEMAN et
son équipe ont proposé une hypothése selon laguelle la formation du complexe
enzyme—substrat entre une glycosyltransférase'membranaire d'une cellule et

un accepteur d'une autre cellule &tait responsable du phénoméne de reconnais-
sance cellulaire (voir Fig. 7) qui résume l'hypoth&se de ROSEMAN (203 ) et

de ROTH et al. (209).

Initial odhesive
@- 50 a recognition os
[ e —-

‘ i a result of

tronsferase — Reaction completion
subsirote complex and consequent cell
: ubpP-X madification

UDP

Cell

’C

Seporanon

Figure 7 :

Représentation schématique du rSle possible des ectoglycosyltrans-
férases dans le phénoméne d'adhésion spécifique entre deux cellules
A et B (d'aprés ROTH et al. : 207).

Cette théorie, énoncée pour les cellules de la neurorétine embryonnaire de
poulet, a &té &tendue par ROTH et WHITE (210 ) aux fibroblastes de socuris

3T3 oii un processus de glycosylation de cellule & cellule (tramnsglycosylatior
a 8té démontré et par McLEAN et BOSMANN (211 ) & la reconnaissance des
gemétes de Chlamydomonas. 1."adhésion de plaquettes sanguines au collagéne
serait 8galement une interaction de ce type grdce aux ectoglycosyltransie-
rases plaquettaires comme 1'ont suggéré JAMIESON et al. (212) et BOSMAXNN

(213).
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Cette théorie du rdle des ectoglycosyliransférases dans la re-
connaissance et 1'adhésion cellulaire se heurte & plusieurs problémes.
D'une part les auteurs ne font pas de distinction entre la reconnaissance
cellulaire et 1'adhésion qui sont deux phénoménes biologiques distincts,
comportant vraisemblablement deux mécanismes distincts. D'autre part 1'in-
tervention des précurseurs, c'est—d-dire des glycosyl-nucléotides est peu
probable. En effet, les liquides extracellulaires n'en contiennent pas et
leur présence au niveau membranaire est peu vraisemblable & cause de 1'ac-
tion des nucléofides—pyrophosphatases trés actives 3 ce niveau. Enfin, la
présence d'ectoglycosyltransférases est, dans de nombreux systémes cellu-

laires, encore hypothétique (voir le chapitre ectoglycosyltransférase,

p. 42 ).

L'étude de la "vie sociale'" de 1'Amibe Dictyostelium discoideum
(MAC MAHON : 214 ) a permis de montrer que les glucides interviennent dans
le phénoméne de reconnaissance des cellules (REITHERMAN et al. :215). Le
contact se fait entre les lectines, appelées discoidine I et II , d'une
cellule et les glucides d'une autre cellule (RAHMSDORF et «l. :216 ). Des
lectines analogues ont &té isolées chez Polysphondylium pallidum (par
ROSEN et al. :217 ). Leur mode d'action est résumé@ dans la revue générale
de FRAZIER (218).

Des interactions lectines-glycannes ont aussi été mises en évi-
dence dans des cellules de Mammiféres. YAMADA et al. (219) ont montré que
la glycoprotéine majeure des fibroblastes (CSP) est une agglutinine. Une
lectine a &té isolée des membranes plasmiques d'hépatccytes qui serait
capable de reconnaitre des membranes d'érythrocytes de lapin (BOWLES et
KAUSS :220 ). Deux lectines seraient responsables de la reconnaissance des
myoblastes L6 avant leur fusion dont 17une seulement est inhibée par les
thiodigalactosides (GARTNER et PODLESKI :221 ). Dans ce cas, bien que
1'existence de lectines ne soit pas mise en doute, leur rdle dans la fusion
cellulaire n'est pas clairement &€tabli (DEN et al. :222 ). Des lectines ont
enfin 8té mises en &vidence par SIMPSON et al. (223) qui seraient en rela-
tion avec la formation des synapses dans le cortex cérébral.

Chez les Plantes, des travaux préliminaires montrent que 1la
reconnaissance du pollen par le stigmate de Gladiolus gandavensis est
un systéme analogue (KNOX et al. :224 ), le stigmate portant des glycopro-
téines réceptrices, qui se lient & des lectines exogdnes comme la (oncs-

navaline A.
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3 - Intervention d'un facteur d'agrégation

La plupart des facteurs d'agrégation cellulaire isolés de di-
verses sources contiennent des sucres. Les cellules les plus &tudiées
sont celles des Eponges, par 1'équipe de BURGER (TURNER
et BURGER :225 ; WEINBAUM et BURGER : 226 3 KUHNS et al.: 227). Les
cellules de ces organismes sont dissociées par &limination des ions diva-
lents (Ca++ et Mg++) et se réassocient quand les cations sont ajoutés,
cependant il faut ajouter un autre facteur perdu durant la dissociation.
HENKART et al. (228) ont purifié ce facteur 3 partir de Microciona par-—
thena : il s'agit d'une glycoprotéine de 2 000 000 de daltons de masse
moléculaire possédant 50 7 de sucre et dont la composition est voisine de
celle des protéoglycannes. Il semble que 1'acide glycuronique intervienne
dans la liaison entre le facteur d'agrégation et une protéine membranaire :
la plaque basale. Chez une autre éponge, GeodZa cydonium,une sialyltrans-—
férase est associée au facteur d'agrégation (MULLER et al. :229 ) et elle
reconnaftrait des glycannes membranaires.

Des facteurs d'agrégationont étéaissiisolés de cellules de
Mammiféres, eﬁ particulier de cellules rétiniennes embryonnaires ol le
signal de reconnaissance semble &tre la N-acétylgalactosamine, et de cel-
lules du lobe cérébral ol la N-acétylmannosamine tiendrait ce rdle (voir
- BALSAMO et LILIEN :230 ). Une glycoprotéine serait un facteur d'agrégation
des cellules de tératome, comme 1'a montré OPPENHEIMER  (231) et le galac~-

tose serait, 13 aussi, impliqué dans la reconnaissance.

E - ROLE ENZYMATIQUE DES GLYCOPROTEINES MEMBRANATRES

Certains enzymes intégrés dans les membranes plasmiques sont des
glycoprotéines. La partie glycannique n'apparalt plus dans ce cas comme un
signal de reconnaissance, mais il semble qu'elle permette 1'orientation de
1'enzyme dans la membrane. Nous citerons les enzymes le plus couramment
retrouvés a la surface cellulaire et dont la nature glycoprotéique a &té
bien démontrée.

1 - La 5'"-nucléotidase est une ectoenzyme spécifique de la mem-
brane plasmique (TRAMS et LAUTER :232 ). L'enzyme a &té purifié par EVANS
et GURD (233) & partir d'hépatocytes de Souris, il s'agit d'une glycopro-
téine de masse moléculaire '150 000 daltons . L'activité de 1'enzyme est
fortement diminuée lorsque les cellules sont traites a4 la Concanavaline A,
aussi bien dans les cellules gliales (clone C6), comme 1'ont montré
STEFANOVIC, MANDEL et ROSENBERG (234), que dans les lymphocytes (DORNAND
et al. :235).
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2 - La nucléotide pyrophosphatase est une sialoglycoprotéine
de 130 000 daltons isolée de la membrane d'hZpatocyte de Souris par
EVANS (236) puis par BISCHOFF et al. (237).

3 - L'ectogalactosyltransférase isolée de la surface des globules
rouges de lapin est la seule ectoglycosyltransférase dont la nature gly-
coprotéique ait &té démontrée. D'aprés 1'équipe d'ISSELBACHER, cet enzyme
serait le récepteur de la ConcanavalineA pour ces cellules et posséderait
un glycanne de type oligomannosidique (voir PODOLSKY et al. : 238).
Incorporé dans les globules rouges humains, l'enzyme les rend agglutinables
par la ConcanavalineA.

4 - L'ATPase (Na+—K+) est formée de deux sous—unités : la sous-
uni té catalytique et une glycoprotéine associée (RHEE et HOKIN : 239 ).

La sous~unité glycoprotéique est dirigée vers le cOté extracellulaire

et semble 8tre le site de fixation de 1‘'ouabaine (JEAN et ALBERS :240 ).
L'enzyme purifié ne semble pas affecté par la liaison avec la (oncanavaline
A (MARSHALL :241 ) contrairement 3 la stimulation observée par NOVOGRODSKY
sur des cellules entiéres (242).

5 - L'acétylcholinesterase isolée des membranes d'Electrophorus
electricus par 1'8quipe de MASSOULIE (BON et al. :243) est formée de quatre
sous—unités de masse mol&culaire 80 000 daltons qui sont des glycoprotéines
possédant 14 7% de sucre. Ce tétramére s'associe & un prolongement de nature
protéique (collagéne) qui permet 1l'ancrage dans la membrane (voir la re-
vue générale de SILMAN :244 ).

6 ~ L'aminopeptidase isolée des entdrocytes et des bordures en
brosse de cellules rénales de Porc est une glycoprotéine. Ce métalloenzyme
(2 atomes de zinc par molécule) est une glycoprotéine transmembranaire
formée de trois sous—unités (LOUVARD et agl. : 245) dont le site actif et
la partie glycannique sont situés & l'extérieur de la cellule.

Si on ne connait pas le rdole de la partie glycannique des enzymes
dans 1'activité catalytique, on a quelques arguments sur leur réle dans
la modulation de cette activité. En effet la désialylation d'astroblastes
(clone N-N) ou de cellules de neuroblastome (clone S 21, N 18, et N 115)
provoque, d'aprés STEFANOVIC, MANDEL et ROSENBERG, une activation de cer-—
tains ectoenzymes : l'acétyl et la butyrylcholinestérase (246) et 1'ecto~

pyrophosphatase (inorganique) (247).



F ~ ROLE DES GLYCOCONJUGUES MEMBRANATRES DANS LE CONTROLE
DE LA PERMEABILITE MEMBRANAIRE

Si les glycoconjugués ne sont pas impliqués directement dans le
phénoméne de perméabilité qui fait appel plutdt aux canaux ou aux transpor-—
teurs membranaires, il semble que la perméabilité & certains ions ou &
certaines substances soit contrGlée par les glycannes des glycoconjugués.
Nous ‘examinerons successivement le controle de la perméabilité aux

cations, aux anions et 3 l'eau et enfin aux drogues .
s g

1 - Contrdle de la perméabilité aux cations

C'est la perméabilité aux ions K qul gemble dépendre le plus
de la structure des glycoconjugués membranairesg, en particulier de 1'acide
sialique. GLICK et GITHENS (242) ont montré qu'il régulait la perméabilité
vis 3 visde ce cation dans les cellules leucemiques L 1210. En outre, le
traitement de 1'hématie par le periodate de sodium dans des conditions qui
réalisent sélectivement 1'oxydation des fonctions @ -glycol des glycannes

s'accompagne d'une perte considérable en ions K" (BROSSMER et BOHN :249 ).

2 - Contrdle de la perméabilité aux anions et 3 l'eau

Le sérum de certains poissons antarctiques, comme Trematornis

1

- borchgrevinki, contient des glycoprotéines dites "antigel " qui sont 3

molarité égale 200 & 500 fois plus efficacesque la Nacl (SHIER et al. :
250) et abaissent de 2° C le point de congélation du sang de ces animaux.
La capacité des glycoprotéines d'interagir avec les molécules d'eau
semble se retrouver au niveau membranaire.

La figure 8 montre, d'aprés ROTHSTEIN et al. (252), un modéle
hypothétique de 1'ionophore responsable de la perm@abilité aux anions. Un
tel systéme a &té récemment isolé dans le globule rouge par WOLOSIN et al.
(253) et montre une association entre une protéine dimérique (la bande 3)

et la sialoglycoprotéine majeure : la glycophorine (voir la revue générale

de SHAMOO et GOLDSTEIN : 254 ).

3 - Contrdle de la perméabilité aux drogues

L'utilisation de cellules ovariennes de Hamster Chinois (CHO)
fésistantes i la colchicine (CHR) a permis d'étudier la diffusion de
cette drogue dans ces cellules.

L'entrée de la colchicine y est fortement diminuée et seuls
des agents tensiocactifs sont capables de stimuler 1l'entrée de la drozue

(CARLSEN et al. :255). Cette propriété est maintenue grice a 1'ATP
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Figure 8 :

Schéma hypothétique du transport des anions dans la membrane du
globule rouge humain d'aprés ROTHSTEIN et al. (251),

intracellulaire par la phosphorylation de deux glycoprotéines de surface

de haut poids moléculaire (CARLSEN et al. :256).

G -~ ROLE DES GLYCOCONJUGUES DE SURF¥ACE DANS LE DECLENCHEMENT DE
LA MITOSE

Le dernier rdle attribué aux glycoconjugués de surface est celuil
qui est le moins bien connu. Ce n'est pourtant pas le moins important. Il
s'agit du déclenchement de la mitose. En effet, la liaison de certains
glycoconjugués de surface avec un ligand, ou leur modification chimique
induit une transformation blastique puis une mitose chez le lymphocyte. Nous
gétudierons successivement le cas ot le ligand est un antigéne, le récepteur
étant dans ce cas un anticorps de surface, puis celui old le ligand est une
lectine,le récepteur &tant alors une glycoprotéine wembranaire et enfin le

cas des modifications chimiques des glycoconjugués.
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1 - Le ligand est un antigéne

Les lymphocytes portent & leur surface des immunoglobulines
(MARCHALONIS et al. :257 ). Ces glycoprotéines ont &té isolées de la sur-
face des lymphocytes B et T et correspondent%es Ig M monomériques et &
des Ig D (voir la revue générale de MARCHALONIS : 258 ). Ces deux types
d'immunoglobulines possédent des propriétés différentes de celles des
immunoglobulines de sécré&tion . Les Ig M de la membrane de splénocytes
de Souris ont une densité moindre que les Ig M intracellulaires ou sé-
crétées et que les IgD membranaires (MELCHER et UHR :259 ), Ces diffé-
rences de densité semblent refléter des différences dans la glycosylation
des molécules. Les immunoglobulines de surface sont intégrées dans la
membrane par la partie C-terminale des chaines peptidiques tandis que le
site de reconnaissance antigénique et le (s) glycanne (s) sont dirigés
vers 1'extéricur. D'aprds VITETTA et UHR (260), c'est la liaison entre
les Ig D et 1'antigéne qui déclencherait la transformation blastique et
la mitose des lymphocytes B. Dans ce cas on ignore le rdle de la éartie

glucidique de ces molécules.

2 - Le ligand est une lectine

Un certain nombre de lectines possédent la propriété de trans-
former %n vitro" les lymphocytes en culture. Dans ce cas c'est le glycanne
du récepteur qui intervient pour déclencher la réponse lymphocytaire.

Dans certains cas, les récepteurs sont les résidus monosacchari-
diques appartenant 3 1l'extrémité non réductrice du glycanne. La lectine
extraite de 1'hémolymphe de Iimulus polyphemus (ou limuline) exerce un
effet mitogénique sur les lymphocytes périph&riques humains en se fixant
sur les séquences suivantes : NeuNAc— GalNAc ou NeuNAC —= Gal--+ GlcNAc —
Man, comme 1l'ont démontré ROCHE et al. (261). Les agglutinines de Ricinus
communis et de Abrus precatorius induisent la transformation des lympho=
cytes en se fixant, d'aprés CLOSS et al. (262), sur les résidus 8 ~galactosy!
Aprés désialylation de la membrane lymphocytaire, les résidus fJ — galactosyl
et N—acétylgalactosaminyl ainsi "découverts" pérmettent a 1'agglutininedu
Soja (SBA) de produire un effet mitogénique (NOVOGRODSKY et KATCHALSKI :
263).

Des lectines mitogénes possédent des sites de fixation beaucoup
plus complexe et non encore identifiés (voir & ce sujet le travailderovogmie

et al.264). La concanavaline A et la succinylconcanavalineA (HADDEN et «l. :265 ).
la PHA de Phaseolus vulgaris (ALLAN et CRUMPTON : 266 ), 1'agglutinine de

Phytolacca americana (PWM) (WAXDAL :267 ), cellesde Pisum sativum



(BERNARD~GRIFFITHS et al. :268) et de Robinia peudoaccacia (SHARIF et
BOURRILLON : 269 ) présentent des activités mitogénes qui ne sont pas
inhibées par compétition avec des sucres simples, mais par des glycopep=

tides de structure complexe .

3 - Modifications chimiques des glycoconjugués de surface

Depuis la découverte de NOVOGRODSKY et KATCHALSKI (270) de la

transformation lymphocytaire par le periodate de sodium 10—3M dans des
conditions trés douces, un grand nombre de recherches ont &té entreprises
pour tenter de découvrir le point d'impact de ce réactif. Les travaux

peuvent se résumer de la maniére suivante :

a - La formation des fonctions aldékydidues est nécessaire 3
1'apparition de la transformation blastique (NOVOGRODSKY et KATCHALSKY
271). En effet, un traitement séquentiel par la neuraminidase, puis par
la galactose oxydase produit le méme effet, comme 1'ont montré NOVOGRODSKY
et KATCHALSKI (272) et DIXON et al. (273).

b - Le traitement 3 la neuraminidase réduit la réponse au perioc-—
date (MONAHAN et al. 274 ).

c — L'oxydation de 1'acide sialique semble déclencher le phé-

" poméne, comme le montre 1'apparition d'acide 5-ac8tamido-3,5-didésoxy-
L-arabino-7-aldéhydo-2-heptulosonique (PRESANT et PARKER :275).

d - Les agents de blocage des groupements aldéhydiques inhibent
le phénoméne (DIXON et al. :276 ).

Récemment une analogie a &été établie entre le mode d'action des
lectines mitogénes et ewlui du periodate. Il semble que dans les deux cas
le mécanisme soit indirect (BEYER et BOWERS :277 ) et que quelques cellules
lib&rent sous leur action un facteur de croissance qui stimulerait les

autres cellules (MONAHAN et al. :278 ).
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LE METABOLISME DES GLYCOCONJUGUES DE SURFACE

Aprés avoir &tudié la structure et le rdle des glycoconjugués
membranaires, nous nous proposons de passer en revue les hypothéses con-
cernant la biosynthése, la réparation et la dégradation des glycoconjugués
de surface. Il est en effet important de connaltre comment ces composés qui

jouent un rdle biologique capital sont synthétiséset intégrés dans la
membrane plasmique et comment ils peuvent y €tre maintenus et répar&s. Nous
étudierons successivement, le renouvellement des glycoconjugués membra-

naires, les diverses hypothéses concernant la biosynthése et le catabolisme

de ces composés.

I - LE RENOUVELLEMENT DES GLYCOCONJUGUES MEMBRANATIRES

L'étude du renouvellement métabolique des glycoconjugués mem—
branaires en utilisant des cultures de fibroblastes (cellules 1) a &té
effectuée par WARREN et GLICK (279). Ces auteurs ont montré qu'il existait

une syntheése et une dégradation constante des glycoconjugués dans les mem-

branes plasmiques que les cellules soient en phase de croissance ou au repos
Dans les cellules en croissance le matériel nouvellement synth&tisé est
utilisé pour accroitre la surface de la membrane et le renouvellement est
lent. Au contraire, dans les cellules au repos celu-ci est rapide, c'est-a~
dire que 1'incorporation du matériel nouvellement synthétisé s'accompagne
d'une perte de molédcules déja intégrées dans la membrane. D'aprés ces auteur
le renouvellement n'est pas trés différent pour les proté@ines, les lipides
et les sucres. Ce résultat n'a pas &té confirmé par d'autres auteurs pour
lesquels la composition en sucre de la membrane varie par rapport a la

quantité de protéines.

L'étude de 1'incorporation des glucides dans la membrane plas-
mique de cellules de mastocytome (souche P815Y) entreprise par GRAHAM et al.
(280) montre qu'il existe une fluctuation du rapport glucide#brotéines Ce
rapport est é€levé en phase G1 révélant une synthése et une insertion impor-
tante dans la membrane pendant cette phase. Le fucose est incorporé au
début et la glucosamine i la fin de la phase G]. La phase S est caracté-
risée par un rapport faible. Le rapport s'éléve de nouveau en fin de S et
en début de G2 principalement 4 cause de 1'incorporation d'acide sialique.
Les cellules mitotiques (en phase M) sont donc plus sialylées que les cellu-

les en interphase. L'étude de 1'incorporation de la glucosamine durant la
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phase M montre que la synthése des glycoconjugués s'arr@te 20 3 30 minutes
avant que les cellules n'entrent en mitose et reprend seulement durant la
télophase (fin de la phase M (KUBASOVA et al. :281).

L'€tude du métabolisme des glycoconjugués de surface a également
€té entreprise en envisageant la possibilité de réparation. Aprés action
de la trypsine ou de la neuraminidase sur des cellules BHKZI(C—]3), BUCK
et WARREN (282) ont montré que la réparation de la partie dété€riorée des
glycoconjugués de surface était nulle ou trés faible, et que le remplacemenf
de 1'acide sialique 2 la surface de ces cellules s'effectuait par &change de
la molécule entiére du sialoglycoconjugué. Au contraire, HARMS et REUTTER
(283) ont montré que la demi-vie de l'acide sialique dans les membranes
plasmiques d'hépatocytes était beaucoup plus courte que la demi-vie des
amino-acides, ce qui montre l'existence de deux métabolismes ind&pendants
et d'une possibilité de réparatién.

11 semble également que le “turn over des glycoprotéines soit
hétérogéne . En effet, en utilisant des cellules de neuroblastome (lignZe
N2a), HUDSON et JOHNSON (284) ont montr@ que les quatre glycoproté&ines
fucosylées de ces menmbranes possédaient des vitesses de renouvellement
trés différentes. '

L'étude du métabolisme des glycoconjugués membranaires conduit donc 3
deux questions : comment ces molécules sont-elles biosynthétisées et inté~

grées dans la membrane ? Comment sont-elles dégradées ?

IT - LA BIOSYNTHESE DES GLYCOCONJUGUES DE SURFACE

Deux hypothéses tentent de répondre 3 cette question qui se dig-
tinguent par la localisation des enzymes de la biosynthése, c'est—d-dire
des glycosyltransférases.

Selon la premiére, la biosynthése s'effectuerait grice aux glyco-

syltransférases intracellulaires et 1'intégration de la vacucle golgienne

—

dans la membrane plasmique aménerait les glycoconjugués 3 la surface de la
cellule : c'est 1'hypothése du "membrane flow'".

La seconde hypothése prévoit l'existence d'ectoglycosyltransfé-

[
4]
o
b

rases qui permettrait une biosynthése en surface. Nous examinercns ces

hypothéses.

i - L'hypothése du "mewbrane flow"

Un bon modéle illustrant cette hypothdse du "membrane flow' nous o

donné par la biosynthése des glycoprotéines d'enveloppes virales. Ces
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glycoprotéines sont d'abord détectées dans les membranes intracellulaires,
puis 30 minutes aprés l'infection, elles apparaissent & la surface de la
cellule hdte (voir les travaux dTATKINSON : 285 et d'ATKINSON et al. :286 ).
La glycosylation de telles molécules est donc réalisée dans le réticulum
endoplasmique par les glycosyltransférases de 1'hdte et 1l'intégration & la
surface se feralt par fusion des vésicules golgiennes avec la membrane
plaswique. Ce processus appelé "membrane flow'" a &té proposé par PALADE

en 1959 (287). Le mécanisme du transit intracellulaire est une énigme,

bien que des tentatives pour visualiser le phénoméne aient été effectuées,
par exemple lors de la division de 1'oeuf de Xenopus laevis par BLUEMINCK

" du réticulum

et DE LAAT (288). Ces auteurs ont montré que des 'cisternae
endoplasmique représentaient le précurseur membranaire qui s'incorporait
4 la membrane durant la cytokinése.

Cette hypothése a connu un développement récent grice a la
théorie de ROTHMAN et LENARD (289) selon laquelle les ectoprotéines sont

synthétisées par les ribosomes 1iés aux membranes comme le sont les endo-

protéines (Figure 9). Mais ces ectoprotéines posséderaient une séquence

(d)

4
TR

ENDOPROTEIN

(CYTOPLASM)

ECTOPROTEIN

Figure 9 :

Mécanismes pour la biosynthése et 1'intégration des protéides mem-
branaires : a, b, ¢ : ectoprotéines et sctoglycoprotiines ; d, e :
endoprotéines (d'aprés ROTHMAN et LENARD : 290).
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terminale d'aminoacides permettant la reconnaissance d'un récepteur pro-
téique 1ié au ribosome ce qui lui permettrait le passage au travers de la
membrane du réticulum endoplasmique. La glycosylation s'effectuerait ensuite
grace aux glycosyltransférases intracellulaires d'abord du réticulum, puis
de 1'appareil de Golgi. Le cytosquelette (microtubules, microfilaments)
permettrait 1'intégration de ces vésicules golgiennes dans la membrane.
Cette théorie a le mérite d'expliquer 3 la fois 1'asymétrie et 1'intégra-
tion des glycoprotéines membranaires : la partie glycosylée dans la
"cisterna" du réticulum endoplasmique devenant extracellulaire, grice &

la fusion, la partie hydrophobe servant de point d'ancrage dans la membrane.

2 - La biosynthése par les ectoglycosyltransférases

Une hypothése entiérement différente peut &tre envisagée selon
laquelle la biosynthése des glycoconjuguds membranaires s'effectuerait
grace 3 des enzymes spécifiques de la membrane plasmique : les ectoglyco-
syltransférases.

Selon la définition de DePIERRE et KARNOVSKY (291), les ecto-
enzymes sont des enzymes membranaires dont le site actif est accessible
a8 1'extérieur de la cellule. Les ectoglycosyltransférases sont des ecto-
enzymes capables de transférer des monosaccharides d partir d'un précurseur
nucléotidique sur un accepteur glycoprotéique ou glycolipidique. L'inter-
vention d'ectoglycosyltransférases dans la biosynthdse des glycoconjugués
membranaires nécessite la présence d'enzymes fonctionnels sur la membrane,
du précurseur et de 1'accepteur.

La premiére difficulté vient des divers mod&les utilis&s pour
cette &tude. En effet, l'hypothése d'une biosynthé&se tcotale d'une glycopro-
téine (ou d'un glycolipide) & la surface d'une cellule, ne peut &tre défen-
due que si la membrane cellulaire possé&de toutes les glycosyltransférases
nécessaires, La figure 10 montre bien que toutes les ectoglycosyltransfié-

-

rases ont €té mises en évidence, mails sur des cellules trés différentes, la

- .

présence de la série compléte d'enzymes sur la membrane d'une m@me cellule

D

i

n'a démontrée que dans le cas des cellules intestinales par WEISER (311) et
ISSELBACHER (312). Ces auteurs ont caractérisé au niveau des cellules des
cryptes, des glycoprotéines de surface incomplétes et des ectogalactosvi-

transférases en abondance, tandis que les cellules des villosités gui pos-
sédent des glycoprotéines de membrane achevées ont une forte activité ecto-
sialyltransférasique. La présence d'ectosialyl, d'ectofucosyl et d'ecto-

galactosyltransférases a &été notée dans des fibroblastes normaux de souris
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Ectomannosyltransferase: Edofucosyltransferase:
cellules intestinales, fibroblastes 373, cellules intestinales gameotes,
oviducte de Poule fibroblastes 373, py 373,5V3T3

=

(NeuNAc)n:-«»(Gal)n.. -"(GICNAC)n.-»(Man)n (Gl(NAc) s ASD

k Ecto N-acetylglucosaminyltransférase:
cellules intestinales

fibroblastes embryonnaires de Poyiat

Ectogaiactosyltransierase:

cellules intestinales,tibroblastes 373,
py3T3,5V3T3 A3 BHK,lymphocytes,

érythrocytes, gametes,neuroretine

Ectosialyltransferase :
cellules intestinales
fibroblastes3T3, py3T3,SVaT3, S ]

cellules leuctémiques L-1210,
NeuNA ( )} et ! 5
cellules BHK 21“: ) (Neu c)‘;‘-:w (Gai,m GaINAc=eSer

cellules ascmques d EHRL!f‘H T
lymphocytes,
p!aquettes sanguines

Ectoil-acétyigalactosaminyltransterase :
libroblastes embryonnaires de Poulet

Figure 10 :

Mise en évidence des glycosyltransférases responsables de la biosyn~
thése des glycoproté&ines & la surface de diverses cellules eucaryotes :
cellules intestinales (WEISER : 292 ; ISSELBACHER : 293), fibroblastes
3T3, py 3T3, SV3T3 (PATT et GRIMES : 294), fibroblastes A 31 (PATT et
GRIMES : 295), cellules BHK (LAMONT et ol. : 296 ; DATTA : 297), lym—
phocytes (LAMONT et ql. : 298 ; PAINTER et WHITE : 299), cellules leu=-
cémiques L (PORTER et BERNACKI : 300), cellules ascitiques d'Ehrlich
(CERVEN : 301 ; IRWIN et ANASTASSIADES : 307), plaquettes sanguines
(BOSMANN : 303), érythrocytes (PODOLSKY et al.: 304), neurorétine
embryonnaire de poulet (ROTH et al. : 305), gamétes de Chlamydomcras

(MAC LEAN et BOSMANN : 306), fibroblastes 3T3 (PATT et GRIMES : 307),
cellules d'oviducte de Poule (STRUCK et LENNARZ : 308), fibroblastes
embryonnaires de Poulet (BOSMANN et al. : 309 ; MORGAN et BOSMANN : 3107.

s *

3T3 et des fibroblastes transformés (Py 3T3, SV 3T3) par PATT et GRiMES
(313). La présence d'ectogalactosyltransférase a &té montrée dans les

fibroblastes A 31 en culture par PATT et CRIMES (314), dans les cellules
3T3 par PATT et al. (315) et dans les cellules BHK par LAMONT et al. (316},
dans tous ces types cellulaires l'activité augmente fortement pendant la

croissance., La présence d'ectogalactosyltransférase a4 la surface du




lymphocyte a été signal&e par LAMONT et al. (317), cet enzyme a été
également trouvé 3 la surface des &rythrocytes de Lapin par 1'équipe
d'ISSELBACHER (PODOLSKY et al. :318 ), 3 la surface des cellules de neuro~
rétine embryonnaire de Poulet, par ROTH et al. (319), et sur les gamétes
de Chlamydomonas par McLEAN et BOSMANN (320).

L'ectosialyltransférase est la seule ectoglycosyltransférase pour
laquelle des preuves ultrastructurales ont été obtenues par PORTER et
BERNACKI avec des cellules leucémiques L-1210 (321), Mais il existe &gale-
ment pour cet enzyme des preuves biochimiques de son existence obtenues
avec des cellules BHK21 (C13) par DATTA (322), des cellules ascitiques
d'Ehrlich par CERVéN (323) et IRWIN et ANASTASSIADES (324), des lymphocytes
par PAINTER et WHITE (325), des plaquettes sanguines par BOSMANN (326) et
dans cé cas 52 7 de 1'activité de 1'homogenat se retrouve avec une purifi-
cation de 50 fois dans les membranes plasmiques isolées. Toutefois, le rGle
de l'ectosialyltransférase dans la régénération des sialoglycoconjugués
de surface dans des lymphoblastes (lignée Raji) sewmble €tre négligeable
MACA et HAKES (327).

En ce qui concerne 1'ectomawosyltransférase PATT et GRIMES 1'ont
mise en évidence en utilisant des fibrecblastes 3T3 (328) et STRUCK et LENNARZ

en utilisant des cellules isolées d'oviducte de Poule (329).

{2

La mise en &vidence des ecto N-acétylglucosaminyl-et ecto N-ac
tylgalactosaminyltransférases a été moins largement publiée, mais BOSMANM
et al. (330) et MORGAN et BOSMANN (331} ont démontrd la présence de ces
deux enzymes sur la membrane de fibroblastes embryonnaires de Poulet. Une
autre difficulté est la mise en &vidence de ces enzymes & la surface des

cellules. En effet deux types de techniques ont 8té utilisées pour démontrer

113
L Ao

_sans ambiguité la présence d'ectoglycosyltransférases. La premiére est
solement d'une fraction membranaire enrichie en membranes plasmiques et
1'étude de son activité glycosyltransférasique, dans ce cas d'une part l'ac-
tivité apportée par les membranes intracellulaires contaminantes ezt loin
d'8tre négligeable, et d'autre part la position externe du site actii de

1'enzyme (donc sa nature d'ectoenzyme) ne paut étre précisée. La seconde

+
sl
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technique est l'utilisation de cellules entiéres incubées avec le p
seur radiocactif avec ou sans accepteur exogéne. Cette deuxiéme technigue
est couramment employée mais elle est source de nombreuses causes d'erreurs
qui ont &t& gignalées par DEPPERT et aql. (332}, KEENAN et MDRRE (333) et
DEPPERT et WALTER (334). Elles sont au ncmbre de QUatre :

a - La présence d'ectonucléotides-pyrophosvhatases et d'ectophos—

vhatases menbranaires conduit & la destruction du précursevr selon 1a



- 45 -

Pvrophosphatase

réactiontXDPmonosaccharide ¥ o XMP + monosaccharide=1-P e
Phosphatase

monosaccharide + phosphate. Le mmosaccharide radioactif peut
pénétrer dans la cellule et la radioactivité mesurée sur les accepteurs
endogénes n'est pas une activité de transfert mais une simple entrée de pré~
curseur .

b - Les cellules peuvent secréter des glycosyltransférases dans
le milieu d'incubation.

¢ - Dans le cas d'un accepteur exogéne la cellule peut phagocyter
1'accepteur et le précurseur. La glycosylation peut alors se d&rouler &
1'intérieur de la cellule grace aux glycosyltransférases intracellulaires.

d - I1 existe toujours dans une préparation cellulaire quelques
pourcentsde cellules cassées qul peuvent libérer dans le milieu des enzymes
intracellulaires.

Le tableau VI montre de quelles causes d'erreurs les auteurs se
sont préoccupés (voir a ce sujet la revue de SHUR et ROTH : 357 ). On cons-
tate qu'auvcunateur ne tient compte de toutes les remarques ce gqui rend
difficile la comparaison et l'interprétation des résultats.

La deruiére cobjection au role des ectoglycosyltransférases dans
la biosynthése est la présence des précurseurs, c'est-d-dire des glycosyl~-

nucléotidegUDPGal, CMPNeuNAc, GDPFuc, UDPClcNAc, GDPMan) découverts

P

ar

¥

LELOIR (CAPUTTO et al. :358 ) qui sont absents ou en quantité trés faible

dans les milieux extracellulaires, et qui sont détruits rapidement par les

nucléotide =pyrophosphatases membranaires. En fait, ce probléme peut Ztre
résolu en considérant, d'une part, les concentrations locales sur la mem-

brane qui 3 proximité de 1'enzyme peuvent €tre é&levéesg

et, d'autre part, la participation des intermédiaires lipidiques
de type dolichol phosphate et dont 1'importance a &té démontrée dans le cas
de la biosynthése des glycoprotéines solubles (voir la revue générale de
WAECHTER et LENNARZ: 359 ). Ces dérivés fortement hydrophobes transportent
les sucres activés grice & une liaison phosphate ou pyrophosphate. En fait,
on pense en général 4 un transport du cytoplasme vers les "cisternac" du
réticulum endoplasmique. Toutefois, aucune preuve n'a encore &té apportée
3 cette hypothd&se et ces molécules pourraient tout aussi bien €tre des in-
termédiaires dans la réaction enzymatique.

Ces données ont conduit LENNARZA proposar en 1975 (360) un schéma
p

de biosynthése des glycoprotéines membranaires qui utilise ces internm
(voir Fig. 11). Dans ce schéma un oligosaccharide synthérisZ dans les mentra-

nes est greffé 3 la protéine membranaire non glycosylée pour donner la
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Figure 11 :

Modéle de glycoyylation des glycoprotéines de la membrane plasmique
via les integgédiaires lipidiques (d'aprés LENNARZ : 361).
GlyA et Gly % représentent deux résidus glycosidiques différents.

glycoprotéine. Ce schéma a &té confirmé en utilisant des cellules isolées
d'oviducte de Poule. Avec ce modéle, STRUCK et LENNARZ(362) ont montré dans
la membrane plasmique la présence d'ectoenzymes capables de catalyser, a
partir de GDP-Man, la suite de réactions : ‘

GDP-Man — Mannosylphosphoryldolichol — Oligosaccharide - lipide -
glycoprotéine.

L'utilisation de l'UDPt?C] -GlcNAc a Qermk;é CHEN et LENNARY (363
de préciser la séquence de réactions de la figure 12, La formationdu trisac-
charide 1ié& au dolichol :

B —Man —f ~GlcNAc = @—GlcNAc — P-P-Dol, est fortement stimulée

forma-

par la bacitracine. Un autre antibiotique, la tunicamycine, bloque l=
tion de GlcNAc - P-P-Dol comme 1'ont montré STRUCK et LENNARZ (365), mais
respecte la formation de mannosyiphosphoryldolichol. Enfin, récemment, la

premiére étape de la réaction :

Tunicamycine
UDP“GlcNAc—uw——EQE»» GlcNAC —» P~Plhol =iz G cNAC -+ GleNAC — P-P-Dol
Dol-r-~+ UDP-G1NAC

1}
ATy

a été démontrée au niveau de ces mémes membranes par CHEN et LENNARZ (360).
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Figure 12 :

Séquence des réactions conduisant 3 la biosynthése des glycoprotéines
- de membrane des cellules d'oviducte de Poule, selon 1'hypothése de
CHEN et LENNARZ (364).

La réaction de transfert de l'oligosaccharide sur la protéine nécessite
la présence de la séquence tripeptidique Asn-X-Ser (ou Thyr) mais aussi un
déploiement de la chaine polypeptidique (voir PLESS et LENNARZ:367 et
RONIN et al. :3€8).

IIT -~ LE CATABOLISME DES GLYCOCONJUGUES DE SURFACE

La présence d'ectoglycosidases qui seraient capables de dégrader
des glycoconjugués membranaires est encore incertaine. Seules des activités
ectosialidasique ,{B—galactosidasique et(ﬁ—N—acétylglucosaminidasique ont
€té trouvées dans les membranes plasmiques.

Une sialidase capable d'agir sur les gangliosides covpurifie

avec la 5'nucléotidase dans 1'hépatocyte de Rat (VISSER et EMMELOT :

369 3 SCHENGRUND et al. :370 ), et dans les synaptosomes (YOIE et ROSENBERG

371), mais ces études réalisées sur des membraunes isclées ne permettent pas

«
.
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de déterminer l'orientation du site actif de 1'enzyme. Aucune activité
sialidasique n'a été décelée dans les cellules embryonnaires de Hamster
(HEF) ou dans les cellules BHK normales. Par contre, une activité sialida-
sique apparait dans ces cellules aprés transformation spontan&e ou virale
par 1'adénovirus 12 (SCHENGRUND et al. :372 ). Une activité ectosialida-
sique est retrouvée dans les fibroblastes d'embryon de Hamster transformés
par le virus Herpex simplex (type 2) (SCHENGRUND et al. :373 ). Toutefois,
en utilisant des substrats radioactifs comme 1e[?éd]GM3 ou le [}aé}GDla
aucune activité ne peut €tre décelée & la surface des cellules Hela dans
des conditions de pH physiologique (TALLMAN et al. : 374).
Une(?—galactosidase a été décrite dans les membranes hépatocy-
taires du Boeuf‘(FLEISCHER et FLEISCHER : 375) mais le substrat emplecyé,
1'UDP~Gal, permet plutdt la mesure d'une activité pyrophosphatasique qu'une
activité galactosidasique. En outre, une(}~N-acétylglucosaminidase a &té
trouvée dans des membranes purifiées des cellules ascitiques d'Ehrlich par
MOLNAR et al. (376). Comme dans le cas des ectoglycosyltransférases, la
diversité des modéles et des techniques mises en ceuvre ne permet pas de

définir des régles générales.
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CONCLUSIONS

Ces généralités sur la biologie moléculaire des glycoconjugués
de surface permettent de dégager deux faits principaux :

1 - Les glycannes des glycoconjugués membranaires jouent un
role biologique extr@mement important, et ceci grice & deux caractéristiques
leur diversité structurale et leur mode d'intégration dans la membrane.

2 - Ce sont les sucres terminaux qui jouent le rdle de signal
de reconnaissance. En effet un résidu galactosyl terminal porté par un gly-
colipide ou une glycoprotéine membranaire peut faire partie d'un déterminant
antigénique, et par 1a €tre reconnu par un anticorps ou un lymphocyte. Il
faut noter é&galement que lorsque les sucres sont impliqués dans la reconnais-
sance cellulaire c'est le résidu galactosyl qui semble jouer le rdle impor-
tant. L'acide N-acétylneuraminique est lui aussi souvent impliqué dans ces
phénoménes, il est en effet reconnu par les virus, certaines toxines bacté-
riennes et certaines hormones. De plus le degré de sialylgtion de la membrane
joue un role moins spécifique en réglant certaines fonctions vitales comme
la perméabilifé de la membrane, l'activité des enzymes membranaires et la
durée de vie de certaines cellules. Les résidus fucosyl en plus de leur rdle
de déterminants antigéniques sont des signaux de reconnaissance pour certains
médiateurs.

Les molécules soumises aux agressions du milieu extracellulaire
se dégradent rapidement et sont constamment renouvel@es par la cellule. Ce
probléme de la biosynthése est loin d'€tre r&solu et nous avons vu q&e deux
théories s'affrontent : celle de la biosynthése par les glycosyltransférases
intracellulaires : hypoth&se du "membrane flow", et celle de la synthése par
les ectoglycosyltransférases. En fait quelle que soit la localisation de ces
enzymes, le schéma de synthé@se est identique. La figure 13 résume nos connais
sances sur ce sujet dans le cas des glycoprotéines de type N-acétyllactosa-
minique. L3 encore deux faits se dégagent :

1 - La synthése du noyau pentasaccharidique interne se fait grice
aux intermédiaires lipidiques (cycle des dolichols) suivie par une maturation
du glycanne (&tapes 1-4).

2 - Aprés branchement des résidus‘N—acétylglucosaminyl (étapes
5 et 7), les résidus terminaux viennent compléter la molécule : addition de

résidus fucosyl (étapes 8, 11 et 12), de résidus galactosyl (&étape 9) et
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Figure 13 :

Schéma hypothétique de la biosynthése des glycoprotéines membranaires
de type N-acétyllactosaminique d'aprés SCHACHTER (377).

C)— Début de la synthé@se de la chalne peptidique. Une séquence N-ter-
minale reconnalt des sites récepteurs du réticulum endoplasmique
rugueux. La formation d'un canal transmembranaire permet le passage
du peptide naissant au travers de la membrane : BLOBEL et DOBBERSTEIN
(378, 379).

C)— Synth@se du noyau oligosaccharidique interne griace au cycle des
dolichols : voir les revues générales de HEMMING (380, 381) et de
WAECHTER et LENNARZ (382).

69- Glycosylation du peptide au niveau de l'asparagine : voir JAMIESON
(383) et KIELY et al. (384).

C)— Maturation du glycanne (€limination des résidus glucosyls et man-
nosyls excédentaires : voir la revue de ROBBINS et al. (383), et les
travaux de TABAS et al. (386), HUNT et al. (387) et CHEN et LENNARZ
(388, 389).

- Action de Ja{3 2-N- acetylglucosamlnyltransfelase I : voir STANLEY
et al. (390).

- Action d'unech mannosidase golgienme. Cette &tape est hypothétique
mais elle est appuyZe par la découverte de cet enzyme par DEWALD
et TOUSTER (391).

- Action de la $p-2-N- acetvlglucosamlnyltransferase IT : voir
NARASIMHAM et al. (392) avant ou aprés branchement du résidu fucosyl.
- Action de 1'&k ~6—-fucosyltransférass qui branche un résidu fucosyl
sur la N-ac@tylglucosamine du point d'attache : voir WILSON et al.
(393) et JABBAL et SCiACHTER (394).

G)— Action d'une (~4~-galactosyltransférase (KHATRA et al. : 395).
ﬂD —- Action d'unedk ~6-sialyltrangférase : BARTHOLOMEW et «l. (396),
et PAULSON 2t al. (397, 398). '

(ou) (LY - Action d'unedd-3-fucosyltransférase : PAULSON et al. {(399).

(ou) (1) ~ Action d'une fucosyltransférase branchant un résidu fucosyl sur
le galactose. Cette activité n'a pu etre décelée que in vitro : voir
WILSON et al.(400), la seule structure correspondant & cette activité
connue 3 ce jour est celle trouvée par KRUSIUS et al.{401) sur les N-
glycoprotéines de membrane érythrocytaire :

GlcNAc Qi_L¢>c;1(3,3;§>G1anc[}1£5%ﬁG 1.5 GlcNA%-_p.Man§4>G1cNAc2-Asn
)
Fuéil’“
Ga1°£:lég»Gal—§>G1cNAc [§-23¢g Gal l—%bGlcNA:l 1an5—a»G1cWAc2—nsn
A 1,2
Fuc

C} - Intégration dans la membrane plasmigue par fusion de la vésicule
golgienne.
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résidus sialyl (&tape 10).

Le probléme posé est donc celui-ci : existe—t-il sur la membrane
cellulaire des glycosyl-trancsférases capables d'achever, ou de réparer les
glycoconjugués de surface lors de leur intégration dans la membrane ? par
leur activité ces enzymes sont—ils capables de moduler le taux de résidus
galactosyl-, sialyl et fucosyl c'est-d-dire de moduler "la quantité de

signaux de reconnaissance'.
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I - LE CHOIX DE LA CELLULE ET DES ECTOGLYCOSYLTRANSFERASES

Deux stratégies de recherches peuvent &tre employées pour étu-
dier les ectoglycosyltransférases : soit la recherche de ces enzymes dans
les membranes plasmiques isolées, ou leur détection sur des cellules entié-
res. La premiére méthode se heurte a deux objections graves : d'une part,
aucune méthode de préparation ne donne une fraction membranaire pure (sauf
pour le globule rouge), celle~ci est la plupart du temps contaminée par
des membranes intracellulaires en particulier des membranes golgiennes qui
sont elles-mémes riches en glycosyltransférases (galactosyl-sialyl-et fuco-
"syltransférases), d'autre part, la présence d'une activité enzymatigue dans
une fraction membranaire supposée pure ne permet pas de conclure & la pré-
sence d'ectoenzymes car, dans ce cas le substrat est accessible & la fois
aux enzymes dont le site actif est dirigé vers le cOté intracellulaire et
a4 ceux dont le site actif est dirigé vers le cdté extracellulaire.

Pour &viter ces causes d'erreurs nous nous sommes dirigés vers
la seconde méthode c'est-a-dire : 1'emploi de cellules entiéres. Dans ce
cas comme le substrat (nucléotide-sucre) ne pénétre pas dans la cellule,
seuls les ectoenzymes sont détectés. Le principe général de la méthode est
schématisé dans la figure 14 qui montre la réaction de transfert sur les

accepteurs endogénes de la cellule et sur des accepteurs exogénes.

A - PROBLEME DU CHOIX DE LA CELLULE

L'utilisation de cellules entiéres pose le probléme du choix
de la cellule d'expérience. Le choix dépend de deux critéres principaux :

1 - les activités détectées 8tantfaibles, il est nécessaire de
travailler avec des concentrations en cellules relativement élevées (de
1'ordre de 108 cellules/ml), il faut donc une souche de cellules qui s'ob-
tient facilement avec un rendement élevé.

2 —- les ectoglycosyltransférases étant par définition exposées
a4 la surface externe des cellules, il faut éviter tout traitement qui
pourrait faire disparaltre ou modifier cette activité. Il faut donc exclure
toutes les cellules qui sont cultivées en monocouche sur un support de verre
ou de plastique et qu'il faut détacher 3 1'aide de la trypsine ou de 1'EDTA.
De plus, ces traitements fragilisent les cellules et perméabilisent la mem-
brane aux précurseurs ce qui rend difficile la distinction entre le trans-
fert d0 aux ectoenzymes et celui dl aux enzymes intracelltvlaires (DEPPERT

et WALTER : 402 ).



- 55 -

Ectoglycosyltransférase

+-Nudéoﬁde-8ucr?}~*w

Cellule : + Substrat radioactif mmeze~ Transfert sur les accepteurs endogénes

-+ Substrat radioactif
. moatmpe 1ransfert sur les accepteurs endegénes
+ Accepteur exogéne et exogeénecs

Cellule

Figure 14 :

Principe général de la méthode de détection des ecteglycosyltransférases
en utilisant des cellules entiéres A) sans accepteur exogéne
B) avec accepteur exogéne

Une cellule nous a paru répondre 3 ces deux conditions : le
lymphocyte. Dans cette cellule des activités ectogalactosyltransférasiques
avaient 8té trouvdes par LAMONT et al. (403). L'isolement de lymphocytes
srléniques de Rat ne ndcessite aucun agent chimique ou enzymatique et con-—
siste en une dissociation mécanique suivie par une hémolyse et par des
lavages dans le tampon cacodylate de sodium 0,1 M, Nacl 0,154 M qui est
8galement le tampon d'incubation. Il faut remarquer cependant que la popu-
lation cellulaire n'est pas homogéne et contient i la fois des lymphocytes
T et B qui peuvent &tre différents du point de vue de leurs ectoglycosyl-
transférases. Cette hétérogénéité, bien qu'elle doit €tre notée, ne change

en rien le probléme de la d&tection.

B - PROBLEME DU CHOIX DES ECTOGLYCOSYLTRANSFERASES

11 apparait que ce sont les sucres terminaux (galactose, mannose,
acide N-acétylneuraminique, fucose) des glycannes des glycoconjugués mem=—

brénaires qui jouent le rdle de signal de reconnaissance, ce sont eux
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également qui sont transférés en dernier sur la molécule en voie de
synthése. Nous avons choisi d'étudier 1'ectogalactosyl, 1'ectosialyl et
l'ectofucosyltransférase & la surface du lymphocyte.

Le choix de ces trois enzymes pour commencer cette étude
simplifie le probléme du choix des accepteurs exogénes. En effet les N-
acétylglucosaminyl - et mannosyl-transférases agissent principalement au
niveau du cycle des dolichols et nécessitent donc comme accepteurs exogénes
éventuels des dérivés isopréniques de type dolichol, solubles dans les mi-
lieux d'incubations classiques uniquement & 1'aide de détergents, ce qui

n'est pas réalisable avec des cellules entiéres.
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I1 - ETUDE DE L'ECTOGALACTOSYLTRANSFERASE

A — ARTICLE I : Nouvelle preuve de 1l'existence d'une galactosyl-

transférase 3 la surface cellulaire

-~

La premiére étude consiste & retrouver l'activité ectogalacto-
syltransférasique dans les conditions décrites par d'autres auteurs ce
qui permet de se rendre compte de la validité du modé&le choisi. Cette
premiére série d'expériences nous a permis de définir les paramétres ciné-
tiques, et les conditions de concentrations en cellules et en accepteur
(dans ce cas 1l'ovomucoide). Cependant comme 1'ont montré KEENAN et MORRE
(404) 1la mesure de l'incorporation d'un sucre radioactif sur des cellules
incub&es avec un sucre nuclZotidique, sans ou en présence d'accepteur
exogéne peut conduire 3 des interprétations erronées, en effet :

Objection 1 : nous verrons que 1'UDP~Gal utilis& est rapidement
dégradé en Gal-1-P puis en Galactose libre qui peut entrer dans la cellule.
La radioactivité associée aux cellules peut ne pas &tre uniquement diie 2
la réaction de transfert catalysée par 1'ectogalactosyltransférase.

Objection 2 : dans le cas de 1'accepteur exogéne ol la premiére
objection ne peut pas s'appliquer, il peut néanmoins se produire une pha-
gocytose ou une pinocytose de l'accepteur et du précurseur et la glycosy-
_lation peut alors €tre catalysée par les galactosyltransférases intracel-
lulaires. Un processus d'exocytose pourrait rendre 1l'accepteur '"galactosylé&'
au milieu d'incubation.

Objection 3 : aussi bien pour les accepteurs endogénes que pour
les accepteurs exogénes il peut y avoir d'une part, secrétion de glycosyl-
transférases pendant 1'incubation (ce phénoméne a d'ailleurs &été décrit
par LAMONT et al. (405) pour les fibroblastes NIL et NILpy), d'autre part
il existe inévitablement dans une suspension cellulaire un faible pourcen-
tage de cellules cassées, cescellules peuvent relacher dans le milieu des
membranes intracellulaires contenant des glycosyltransférases et également
ces enzymes sous forme soluble. Cette libération d'enzymes dlie & la secré-
tion ou & la lyse pourrait 3 elle seule expliquer 1'incorporation trouvée,

On s'apergoit alors que les incorporations obtenues aussi bien
sur l'accepteur exogéne que sur les cellules}ne permettent pas de conclure
d 1'existence d'ectogalactosyliransférases si certaines précautions ne
sont pas prises.,

Pour pouvoir tirer des conclusions quant & la présence de ces
enzymes nous avons répondu dans ce premier article A4 deux de ces trois

objections de la mani8re suivante :



- 58 -~

1 - L'utilisation d'un accepteur 1ié de fagon covalente 3 des
billes de Sépharose au moins 10 fois plus grandes que les lymphocytes
permet de répondre 3 1l'objection n° 2 et de résoudre le probléme posé par
les accepteurs exogénes.

2 -~ L'8tude de la répartition de 1'activité aprés 1l'incubation,
entre d'une part le milieu (secrétion) et d'autre part les cellules permet

de répondre & l'objection n° 3.
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1. Introduction

Since Roseman [1] has proposed implications of
ectoglycosyltransferase systems in intercellular
adhesion and cell recognition, many works tend to
demonstrate the occurrence of cell surface glycosyi-
transferase ([2.7] and for review, see ref. {8]). Except
for ectosialyltransferase for which ultrastructural
evidence has been obtained [9] the biochemical
demonstration for ectoglycosyltransferase is not
without certain faiiure. Recently, Keenan and Morre
[10] reviewed the different reasons which can be
misleading to conclusive demonstration for the
occurrence of this enzymatic system on the cuter
surface of the plasma membrane. One way to
characterize these enzymes is to isolate plasma mem-
branes, however, this approach may be faulty by the
contamination with intracellular membrane associated
enzymes. Moreover it does not prove the external
orientation of the active sites. These are the muain
reasons why most authors deal with intact cell
systems. As it has been pointed out by Keenan and
Morre [10], incubation of cells with nucleotide
sugars with or without exogenous acceptors leads to
the following causes of errors: (i) precursor hydrolysis
and entry of the free carbohydrate into the cells, (ii)
release or secretion of intracellular glycosyltransferases,
(iii) exogenous acceptors giycosylation may be due
to phagocytosis or pinocytosis and later excretion in
the incubation medium.

Being aware of these facts, we have developed a

new methodology to demonstrate clearly the occurrence

of ectogalactosyltransferase. The use of acceptors
coupled on Sepharose beuds far larger in size than the

cells allows us to eliminate the third remark. Measure-
ment of the galactosyl transferase activity in the post
incubation supernatant medium allows us to answer
the second point. Finally, separation of ceils {from the
insoluble acceptors after incubation enables us to
discriminate between the glycosylation of the acceptor
and the incorporation by the cell.

2. Materials and methods

2.1. Preparation of cells

To test the validity of our method we used cells
for which cctogalactosyl transferase activities have
been mentioned [5] i.e. lymphocytes. Spleen lympho-
cytes were prepared from three months old Sprague—
Dawley rats according to Lamont et al. [5]. Ervthro-
cytes lysis was achieved through a 15 min incubation
in 0.154 M ammonium chloride in the presence of
10% fetal caif serum (Novogrodsky, perspial
communication). '

2.2. Preparation of the acceptor

- According to Spik et al. (unpublished results)
ovomucoid is a good galactose acceptor as each of its
glycan moieties possesses S GIcINAc residues in
non-reducing terminal position {11]. Ovonmucoid
prepared according to Fredericq and Deutsch {12]
was coupled to Sepharose 4B by the CNBr method
described by Marcli et al, [13]. Fifty miligrams of
glycoprotein were fixed per mil of Sepharose beads.

2.3. Galactosyl transferase assays
The incubation mixture contained 0.1 M sodium

North-ffolland Publishing Company -~ Amsreirdain
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cacodylate pH 7.4, 0.154 M NaCl, 10 mM MnCl,,
10 uM UDP-["*C] galactose (Amersham, brought to
the specific activity of 100 mCi/mM with unlabeled
UDP-Gal from Sigma). For a final volume of 50 ul,
standard assays contained 6 X 10°® cells and, either
20 ul of insolubilized acceptor or 300 ug of native
ovomucoid. Incubation was achieved at 37°C, with a
constant slow rotation of the tube to be sure of a
good contact between cells and beads.

2.4. Separation of cells from acceptors

When native ovomucoid was used, cells were
sedimented by low speed centrifugation. Acceptor
containing supernatant was precipitated by the
addition of 2 ml of cold 5% pliosphotungstic acid in
2M HCl The precipitate was collected on a glass
fiber filter (Whatman GF/83) and extensively washed
with the above phosphotungstic selution and then with
cold absolute ethanol. Cells were washed in 0.154 M
NaCl, then precipitated and collected as above.

When Sepharose-bound ovomucoid was used, the
separation was achieved through adding 200 ul of 40%
metrizamide (Nyegaard and Co.) and a further 5 min
5000 g centrifugation. In the final 32% metrizamide
medium, the floating cells were pipetted, washed in
0.154 M NaCl, precipitated and collected as above.
The pelleted beads were washed with 1.5 M NaCl to
avoid any radioactive precursor adsorption and
collected on glass fiber. They are extensively rinsed
with 1.5 M NaCl and then with ethanol. Radioactivity
of the collected materials was determined by counting
in scintillation liquid.

2.5. Analysis of nucleotide sugar degradation

Several authors { 14,15} have suggested that cell
surface nucleotide pyrophosphatase degrading the
sugar nucleotides would prevent the detection of ecto-
glycosyltransferase activities. Consequently precursor
degradation has been monitored during the incubation
period by using paper chromatography developed
for 18 h, in the following solvent: ethyl acetate--pyri-
dine—glacial acetic acid- water (5:5:1:3) as recommen-
ded by Spik and Six {unpubiished results). A strip
along the chromatographic path is cut into 1 X 5 cm
bands, radioactivity of which was determined by
counting in toluol based scintillation medium.
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3. Resulis and discussion

3.1. Conditions for galactosyltransferase activity with
native ovomucoid.

Preliminary studies and determination of varicus
parameters of the glycosylation process have been
realized with native ovomucoid. Fig.1 reports a time-
dependent incorporation of galactose both on exoge-
nous ovomucoid and by cells, showing that ovomu-
coid can be used as an acceptor for the lymphocyte
galactosyltransferase system. As shown in fig.2a, op-
timal galactose transfer on ovomucoid is obtained with
a final concentration of 108 cells/ml, which is not the
case for the galactose incorporated by the cells. These
results may be accounted for by the fig.2b: the
plateau cbserved for transfer activity is due to an
extensive degradation of UDP-Gal when cell concen-
tration exceeds 10% cells/ml. Moreover, similarity is
observed between the increasing cell incorporated
radioactivity and free galactose formation from
UDP-Gal via Gal-1-P. These facts suggest that incorpe-
ration by the cells is due, to a certain extent, to
galactose entry and its incorporation by the cells.

The effect of ovomucoid concentration on the trans-
fer reaction is shown in fig.3: while a plateau is ob-
served from the concentration of 8 mg of ovomucoid
per ml, the galactose incorporated by the cells remains

(cpm x 1072 )
R i

3

[’4C]—Gal incorporated

2 n iy

o 30 60 90

Incubation time {min)

Fig.1. Kinetic study of the incorporation of redioactive
galactose on native ovomucoid (#—#), by lymiphocytes (—=)
and for total incorporation, cells plus acceptors (-—=3, The
final cell concentration was 6 X 107 cells/ml.
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radioactive galactose on native ovomucoid (#—e) by the
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constant and is not competed by the transfer reaction, shown in fig.5. As previously observed, the transfer
which suggests again two separate phenomena. of galactose on immobilized ovomucoid depends on the

The experiments described above are those common- UDP-Gal really present during the incubation (i.e. not
ly used by authors, yet, they do not allow any yet degraded) and the incorporation by the cells follows
discrimination between intracetlular and cell surface the free galactose formation.

glycosyl transferases. Using these precedently The zero-time incubation shows that there is no

determined parameters, we have measured the ability unspecific adsorption of radioactive material on the

of intact lymphocytes to catalyse the transfer of immobilized ovomucoid. These blank values are also

galactose from UDP-Gal to nonphagocytosable shown in table 1a, where incubation of radioactive

ovomucoid-coupled beads. UDP-Gal is made either with non-coupled beads and
cells or with coupled beads but no cells.

3.2. Ectogalactosyliransferase activity measured with These results show that there is an effective glvco-
exogenous insolubilized acceptors sylation outside the cells. Moreover, as shown in table
The transfer activity is proportional to the amount 1b, no detectable incorporation is observed on the

of ovomucoid-coupled beads added to the incubate insolubilized ovomucoid when incubation is made

with the cells. In this case, up to 16 mg/ml, no plateau with the supernatant of the cell plus beads medium

is reached; this can be, due to the fact that reaction before or during incubation. On the contrary, after

does not depend on the acceptor concentration but removing the supernatant, the whole galactosyl-

rather on the number of true contacts between cells transferase activity is recovered within the cell plus
and beads. The transfer reaction is time-dependent as beads pellet mixture. These results definitely exclude
Table 1
Incubation
time Radioactive galactose transfeired Radioactive galactose
(min) on ovomucoid coupled beads incorporated by the cells (cpm)
(cpm)

(a) Standard mixture:

Complete 60 320 430
Complete 0 30 30
Minus cells 60 35 _
Minus coupled beads, plus

uncoupled beads 60 35 410

(b) Standard cell + beads mixture
No preincubation:

supernatant activity 60 62 -
pellet activity 60 353 329
30 min. preincubation:
supernatant activity 60 69 -
pellet activity 60 339 347
(c) Standard mixture:
no preincubation 60 310 472
i5 min, preincubation 60 362 470
30 min. preincubation 60 364 504

(a) Evaluation of eventual unspecific adsorption of radioactive precursors on the Sepharcse beads.

(b) Studies of an eventual release of intracellular galactosyltransferase by determination of the supernatant activity before
(no preincubation) or during (30 min preincubation) the reactime time.

(c) Stwudies of an eventual release of intracellular galactosyltransterase by adding the radioactive precursor after various preincuba-
tion periods.
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the possibility of the reicase of intracellular enzyme
before the incubation (cell lysis) or during the incu-
bation (secretion or cell breakage). In addition to this,
when radioactive precursor is added after various
preincubation time, the transfer activity is not
increased in a noticeable proportion (table 1¢)
showing that no additional galactosyltransferase
activity has appeared during the incubation.

4, Conclusions

The methodology described above enables us to
prove unambiguously the occurrence of galactosyl-
transferase on the lymphocyte cell surface. This
enzyme is able to transfer galactose from UDP-Gal to
an exogenous acceptor. The proofs for the external
position of the active site are as follows: (i} a non-
phagocytosable exogenous acceptor can be glycosy-
lated, (ii) the separation of cells from the acceptor
after the incubation eliminates errors due to incorpo-
ration of free carbohydrate by cells, (iii) the glycosyl-
ation is not due to a release of intracellular enzymes
during incubation. However, it is difficult to associate
this ectogalactosyltransferase with membrane protein
or lipid glycosylation because we have observed the
presence of a very active membranous system
degrading UDP-Gal. Nevertheless, our results point
out the existence of sites on the cell surface able to
recognize terminal GlcNAc residues of the glycan
moiety of a glycoprotein.
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B ~ ARTICLE II : Ectogalactosyltransférase : présence d'enzyme et

d'accepteurs i la surface du lymphocyte de Rat

L'emploi d'un accepteur exogéne insolubilisé nous permet denc
de montrer sans ambiguité 1'existence d'une ectogalactosyltransférase 3
la surface du lymphocyte. Cet enzyme est capable de transférer le galac-
tose de 1'UDP-Gal & un accepteur exogéne (trans-glycosylation). Les preuves
sont les suivantes :

1 - un accepteur exogéne non phagocytable peut &tre

galactosyld’

2 ~ la séparation des cellules et de l'accepteur permet de con-
naltre indépendamment le transfert sur l'accepteur et la radiocactivité lide
aux cellules;

3 ~ la glycosylation n'est pas due 3 la libération d'enzymes in-
tracellulaires par lyse ou secrétion. '

Ce processus de trans-glycosylation est trés important,en sffet
la plupart des &tudes concernant la reconnaissance cellulaire montre 1'im-
portance des résidus galactosyl , voir par exemple ROTH et al. sur des
cellules de neurorétine embryonnaire de Poulet (406) et CHIPOWSKY, LEE et
ROSEMAN sur des fibroblastes SV3T3 (407). Ce processus de trans—-glycosyla-
tion n'est possible que si la cellule posséde sur sa membrane des accep-—
teurs pour les ectogalactosyltransférases. Il importait donc de savoir si
"la radiocactivité que nous avions détectée sur les cellules correspondait
seulement 3 une entrée de galactose radioactif, ou si dans cette incor~
poration une partie résultait d'un transfert de résidus galactosyl sur des
accepteurs membranaires.

Dans 1'article II nous dé&montrons qu'en corrigeant les causes
d'erreurs dues 4 1'hydrolyse de 1'UDP-Gal et & 1'entrée du galactose dans
les cellules, il est possible de mettre en évidence & la surface du 1§mph0“
cyte, une ectogalactosyltransférase dont le site actif est capable de trans-
férer du galactose sur les accepteurs membranaires. Ces conclusions peuvent
paraitre en contradiction avec celles de PATT et aql. (408) qui ne détectent
pas d'activité ectogalactosyltransférase sur des lymphocytes de Souris. En
fait ces auteurs utilisent pour cette étude des lymphocytes stimulés par
la concanavaline A, dans lesquels la pénétration et 1'utilisation du galac-
tose libre sont supérieures d celles des cellules au repos. D'autre part
on sait qu'il se produit lors de la transformation blastique du lymphocyte
des remaniements membranaires importants en particulier au niveau des ecto—
glycosyltransférases comme 1'ont montré& PAINTER et WHITE (409) pour 1'ec-
tosialyltransférase.

D'autre part les expé@riences utilisant 1'agglutinine du Soja
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(SBA) comme sonde pour mesurer les modifications de la membrane, montrent

que les résidus galactosyl branch2s par cet enzyme le sont dans une

position externe et qu'ils peuvent se comporter comme des signaux de re-

connaissance vis 3 vis d'une macromolécule externe.
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Experiments are described to demonstrate the existence of ectogalactosyltransferase activity on
the lymphocyte surface. The procedures described enable us to exclude the possibility of misleading
results due to precursor hydrolysis and intracellular utilization of the tree galactose. This depicted
transferase is able to catalyse the transfer of a galactosyl residue from UDP-galactose to a non-
phagocytosable exogenous acceptor and to endogenous membrane acceptors. The cells galactosylated
in this way acquired new agglutinating properties with soybean agglutinin, which proves the
external position of the galactosyl residues incorporated on the cell surface.

Ectoglycosyltransferases are defined as membrane-
bound enzymes whose active sites are accessible
from the outside of the celi [1]. Their presence is
important from several points of view: first, for their
possible implication in biosynthesis or repair of the
carbohydrate moiety of membrane glycoconjugates
[2], secondly, for their assumed role in intercellular
adhesion [3] and in glycoprotein [4] or cell recognition
[5,6].

During the past few years, biochemical evidence
for the surface localization of glycosyltransferases
has accumulated (for review see {7]). However, as
pointed out by Keenan and Morré [8], this evidence
is not necessarily conclusive. In fact, incubation of
cells with nucleotide sugars and subsequent incorpora-
tion of sugars by cells or onto exogenous acceptor
may not indicate the involvement of ectoenzymes:
it may be due, on the one hand, to an intracellular
utilization of the free sugar after hydrolysis of the
precursor or, on the other, to the action of intracellular
enzymes either because they have been released into
the incubation medium or because the acceptor has
been glycosylated within the cell after phagocytosis.

In a previous work {9]. we developed a method
to eliminate the last two causes of errors by using a
non-phagocytosable acceptor and a concomitant meas-
urement of the activity of the post-incubation super-
natant medium. This methodology allowed us to
bring additional evidence about the presence of
galactosyltransferase on the outer cell surface of rat
lymphocytes. This paper presents a continuation of

Abbreviation. UDP-Gal, uridine diphosphogalactose.
Enzyme. Neuraminidase (EC 3.2.1.18).

this work. We show how to minimize intracelluiar
utilization of free galactose and discriminate it from
enzymatic incorporation on the cell surface. We prove
the real external position of the newly incorporated
galactosyl residues by using the property gained by
the lymphocyte membrane to bind soybean agglu-
tinin.

MATERIALS AND METHODS
Chemiicals

All reagents were of analytical grade and all sugars
are of the p-configuration. UDP-['*C]Gal (298 Ci/
mol) was obtained from the Radiochemical Center
Amersham, England) and [PH]potassium borohydride
(17.8 Ci/mMo)l) from the C.E.A. (Saclay, France).
Unlabelled UDP-Gal, galactose, UMP and phloridzin
were purchased from Sigma (St Louis, U.S.A)).
Metrizamide was a gift of Nyegaard and Co. (Oslo,
Norway). Vibrio cholerae neuraminidase was obtained
from Koch-Light Laboratories (Bucks, England).

Preparation of Cells and Acceptors

Spleen lymphocytes were prepared from three-
moenth-old Sprague Dawley rats according to Lamont
et al. {10]. Solubie and Sepharose-coupled ovomucoid
were used as exogenous acceptor as previously de-
scribed [9].

Standard Galaciosyltransferase Assays

The incubation mixture contained 0.1 M sodium
cacodylate pH 74, 0.134 M NaCl, 10 mM MnClz,



10 uM UDP-[**C]Gal (brought to the specific activity
of 100 mCi/mM with unlabelled UDP-Gal, ie. an
average value of 200 counts x min~! x pmol~!). For a
final volume of 50 pl, standard assay contained
6 x 10° cells and either 20 ul of insolubilized acceptor
containing 50 mg of fixed ovomucoid per ml of Sepha-
rose beads or 300 pg of native ovomucoid. Incubation
time and temperature are defined for each set of
experiments in the legends to figures. As previously
described [9], after incubation cells are separated
from exogenous acceptor either by low-speed centri-
fugation when native ovomucoid was used or in 32%;
metrizamide medium centrifugation when Sepharose-
bound ovomucoid was the acceptor. Acid-precipitable
and insoluble materials are collected and washed on
glass fiber filter (Whatman GF 83), then radioactivity
was determined by counting in scintillation liquid.

Analysis of Nucleotide Sugar Degradation

Precursor degradation was monitored during the
incubation period by paper chromatography as al-
ready mentioned [9].

Preparation of Labelled Soybean Agglutinin

Soybean agglutinin was prepared from soybean
meal by affinity chromatography according to the
procedure described by Gordon et al. [11]. Labelling
of soybean agglutinin has been achieved by short
periodic acid oxidation of the mannose residues and
further reduction with tritiated potassium boro-
hydride [12]. This method afforded a radioactive
product (specific radioactivity was around 600 counts
x min~! x pmol™') which retained full hemagglutinat-
ing activity.

Agglutination and Cell Binding
of Labelied Soybean Agglutinin

Cell agglutination assays were performed in plastic
trays with 6-mm wells. Cells {2 x 107 cells/ml) and serial
dilutions of soybean agglutinin (from 2—250 pg/ml)
in cacodylate/NaCl buffer were added to each well
in a final volume of 100 pl. Agglutination was aliowed
to develop for 1 h at room temperature and was
scored by counting residual non-agglutinated cells
under light microscope.

For quantitative labelling, cells (2x 107 cells/ml)
were incubated in plastic tubes for 15 min at 20 °C
with various concentrations of tritiated soybean ag-
glutinin in a final volume of 500 pl per assay. After
incubation, cells were washed twice by centrifugation.
The final pellet was resuspended and rinsed once more
on glass fiber filter. After drying, the radioactivity of
the retained material was counted in scintiilation
hquid.
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Cell Surface Trearment Before Soybean Agglutinin
Agglutination or Binding Studies

Incorporation of galactosyl residues on the cell
surface acceptors was performed at 30 °C, during 1 h
in the standard assay buffer, but UDP-Gal was used
at the final concentration of 200 UM and UDP-
[*C]Gal was omitted. 1 mM UMP was added to the
medium to prevent UDP-Gal degradation (see Re-
sults). Control cells were incubated in the same condi-
tion except for the presence of UDP-Gal.

For neuraminidase treatment, celis were suspended
at a final concentration of 10® cells/ml in 0.1 M sodium
cacodylate pH 7.4, 0.154 M NacCl, 0.1%, CaCl, with
5 units/m! of V. cholerae neuraminidase and incubated
during 1 h at 37°C. After enzyme treatments, cells
were washed twice by centrifugation and resuspended
in the cacodylate/NaCl buffer.

RESULTS AND DISCUSSION

In our previous work [9], we demonstrated the
occurrence of galactosyltransferase activity on the
lymphocyte outer cell membrane. The enzyme is
able to transfer galactose to a non-phagocytosable
exogenous acceptor. However, owing to the presence
of very active membranous nucleotide pyrophospha-
tase(s) and phosphatase(s) hydrolyzing UDP-Gal to
galactose 1-phosphate then to galactose [13], we were
not able to distinguish whether the radioactivity in-
corporated by the cells was, in fact, due to entry
of free galactose into the cells or to a real enzymatic
galactosylation of the plasma membrane acceptors.
To discriminate between these two possibilities we
developed a set of experiments to inhibit the action
of pyrophosphatases.

Ectogalactosyltransferase Activity
in the Presence of UMP

It has been reported that nucleoside 5'-monophos-
phates are potent inhibitor of the nucleotide sugar
hydrolysis [14]. Fig.1B shows that 5-UMP is an
effective inhibitor of the lymphocyte plasma membrane
nucleotide pyrophosphatase: UDP-Gal is already pro-
tected in the presence of 0.5 mM UMP but protection
1s complete with concentration above 2.5 mM. How-
ever, UMP concentrations higher than 2 mM inhibir
the transferase activity as shown on Fig.1A by the
measurement of the galactose incorporated on the
insolubilized exogenous acceptor. In addition, Fig. 1 8
reveals that the cells still incorporated radioactive
galactose even when no free galactose was refeased.
These resulis let us presume that entry of radioaciive
galactose could not fully explain the radioactivity
recovered with the cells in the standard assavs.
I mM UMP appears to be the optimal concentration
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Fig. 1. Effect of various concentrations of UMP on the transfer
activity (A) and on the UDP-Gal degradation (B). Incubations
were performed in the standard conditions at 37 °C for 45 min
with a final concentration of cells of 1.2x 108 cells/mi, 20 pl of
immobilized ovomucoid was used as acceptor in a final volume of
50 pl in the cacodylate/NaCl/MnCl; buffer, pH 7.4.(A) Effect of
UMP on the incorporation of radioactive galactose on insolubilized
ovomucoid (& ——8) and by the cells (O-——0). (B) Effect of UMP
on the UDP-Gal integrity (@——@), frec galactose (O-—0O) and
galactose 1-phosphate (A——A4) appearance

for sufficient protection of UDP-Gal without inhibi-
tion of the transferase activity. Kinetic studies without
UMP (Fig.2A) or with 1 mM UMP (Fig.2B) show
that the transfer activity on the immobilized exogenous
acceptor is increased in the presence of 1 mM UMP,
because the precursor concentration is kept at a higher
level during the incubation. Moreover, radioactivity
of cells decreases to a certain extent in the presence of
UMP, showing that part of the latter is due to entry
of free galactose. This fact has been recently pointed
out by Patt er al. [15] with mouse lymphocytes
stimulated with concanavalin A.

Temperature Effect
on the Ectogalactosyliransferase Activity

Fig.1B shows that 1 mM UMP is not sufficient
to inhibit completely free galactose formation: sub-
sequently we checked the temperature dependency
of this phenomenon in relation to the transferase
activity. Fig.3B shows that UDP-Gal degradation
during the 1 h incubation period increased with tem-
perature but free galactose only appears above 20 °C
because the first step of its formation is the appearance
of galactose {-phosphate. On the one hand, above
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Fig.2. Kinetic studies of the incorporation of radiouctive galactose.
Incubations were performed in the standard conditions at 37 °C
with a final concentration of cells of 1.5x 108 cells/ml, 20 pl of
immobilized ovomucoid was used as acceptor in a final volurie of
50 pl in the cacodylate/NaCl;MnCl, buffer, pH 7.4. (A) Incorpora-
tion of radioactive galactose on insolubilized ovomucoid (@——&)
and by the cells (O———0) was measured in the absence of UMP.
(B) Incorporation of radicactive galactose on insoiubilized ovo-
mucoid (&--——®) and by the cells (O——0) was measured in the
presence of 1 mM UMP
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Fig.3. Temperature dependence of the incorporation of radioactive
galactose and of the UDP-Ga! degradation. Incubations were per-
formed in the standard conditions for 1 h with a final concentration
of celis of 2x 105 ml with 10 mg/ml of insolubilized ovomucoid
in a final volume of 10C pl, in the cacodylete/NaCl,MnCl, bufler,
pH 7.4. (A) Tncorperation of radioactive Ldl.\ClO\L on evomucoid
(8 —-@) and by the cells (O-——0) (B) UDP-Gal inteurity
(8——@), galactose i-phosphale (A-—-4) and frec galactose
(O-—~0) appearance



20 °C free galactose formation increases with tempera-
ture while radioactivity incorporated by the cells shows
a maximum at 30 °C; this induces us to suppose two
separate phenomena. On the other, the incorporation
of galactosyl residues into ovomucoid and by the
cells exhibits the same optimal temperature due to
an extensive degradation of UDP-Gal at temperatures
higher than 30°C. This fact may be accounted
for by a direct transfer of galactose from UDP-Gal
to cell membrane acceptors.

Inhibition of the Entry of Free Galactose

The above given data determine new conditions
(1 mM UMP, 25 °C) to minimize galactose appearance
in the incubation medium. Addition of phloridzin
together with an excess of unlabelled galactose allows
us to abolish any entry of the residual radioactive
galactose [13]. A final concentration of 5 mM phlorid-
zin and 1 mM galactose has been shown to reduce
the entry of galactose to less than 0.1%, of the extra-
cellular radioactive galactose in our incubation con-
ditions, without affecting the galactosyltransferase
activity. We thus defined new incubation conditions
(1 mM UMP, 25°C, 5 mM phloridzin, 1 mM galac-
tose) to be used when one wants to decide whether
the radioactivity recovered with the cells from UDP-
[**C]Gal is in fact incorporated into the cell from free
galactose or whether it is incorporated on the outer
cell surface as a result of galactosyltransferase activity.
Using these conditions, we measured the incorporation
of galactosyl residues on the cell surface with increasing
concentrations of cells. Fig.4 shows that the pheno-
menon is dependent on the presence of UDP-Gal
as indicated by the fact that higher incorporation
cannot be obtained when cell concentration exceeds
5% 10® cell/ml because of the total degradation of
the precursor during the incubation period, and as
revealed by its independence of galactose formation.

Demonstration of the Outer Position
of the Cell Membrane Incorporated Galactose

The first series of experiments demonstrated that
transfer of radioactive galactose on the cell surface
acceptors was effectively performed by ectogalactosyl-
transferase. As the specific radioactivity of the UDP-
[**C]Gal was 200 counts x min~! x pmol~! we eva-
luated the number of newly appeared external galac-
tosyl residues as being at least 3 x 10* per cell. It has
been shown that the minimal number of receptors
required for agglutination to take place with anti-
bodies [16] or lectins (Sharon, personal communica-
tion) is around 2x 10* per cell. Therefore, spleen
lymphocytes should acquire new agglutinating proper-
ties with soybean agglutinin after endogenous galac-
tosylation of their outer cell surface.
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Fig.5. Aggluination of lymphocyies at different sovbean aggluiinin
concentrations. Agglutination assays were performed with 2 107
cells per m! in a final volume of 100 pl of cacodylate NaCl buffer.
pH 7.4. Percent of normal lymphocytes (O-——0). galactosyluted
cells (8—— @) and ncuraminidase-treated cells (B——8) trapped
in agglutinates were scored by counting residual non-agglutinated
cells

Fig. 5 represents the differential lectin agglutination
of non-treated, neuraminidase-treated, and galactosy-
lated lvmphocytes. As already described [17] normal
lymphocytes slightly agglutinate with soybean ag-
glutinin but when terminal galactosyl residues are
unmasked by the action of neuraminidase thev ex-
hibit enhanced agglutinating properties with soybean
agglutinin [18]. In our experiments, when newly ex-
posed galactosyl residues are brought by the action
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Fig. 6. Binding of labelled soyvbean agglutinin to lymphocyies. Binding
assays were performed with tritiated soybean agglutinin (specific
radioactivity 600 counts x min™! x pmol™?') in 500 ul cacodylate;
NaCl buffer, pH 7.4, with a final cell concentration of 2 x 10’
per ml, for 15 min at 20 °C. Increasing amounts of soybean agglu-
tinin were added to normal lymphocytes (O——-Q), galactosylated
cells (@——@) and desialylated cells (@——H)

of ectogalactosyliransferase, galactosylated lympho-
cytes acquired agglutinating properties (Fig.5). This
clearly demonstrates the outer position of the in-
corporated galactosyl residues.
This result is confirmed by the soybean agglutinin
binding experiments. Fig.6 shows that galactosylated
*lymphocytes exhibit a higher number of receptors
for the lectin; however, the number of sites acquired
by the cells is lower than the number of sites un-
masked by sialidase treatment. This technique per-
mits the estimation of the number of additional
bound lectin molecules when lymphocytes are galac-
tosylated. Calculations lead to an average value of
2 x 10* which makes it possiblc to assume a number of
external galactosyl residues between 2 and 4x 10*
because soybean agglutinin possesses 2 saccharide
binding sites per molecule. This result is in a good
agreement with data obtained from the experiments
dealing with radioactive precursors.

Conclusion

Taking into account the misleading effects of
phagocytosis, UDP-Gal hydrolysis, galactose entry
into the cells, our results clearly prove the existence,
on the lymphocyte outer cell surface, of a galactosyl-
transferase whose active site can transfer galactose
from UDP-Gal to exogenous acceptors or external
membranous acceptors. Our conclusion may appear
to conflict with recent results of Patt er al. [15] who
did not detect ectogalactosyltransferase activity in
mouse spleen lymphocytes. In fact, they use lympho-

cytes stimulated with concanavalin A where intra-
cellular utilization of galactose is certainly higher than
in resting cells and where ectogalactosyltransferase
may have a lower level of activity as it has been recently
described for ectosialyltransferase [19].

Experiments dealing with soybean agglutinin de-
monstrate that the galactosyl residues branched on the
cell surface is external enough to behave as receptor
for binding with a macromolecule. This result suggests
that the transferase has to behave the same way when
it binds the galactosyl residue. This supports the
hypothesis which attributes a role to ectoglycosyl-
transferase in cellular or glycoprotein recognition and
cell adhesion.

This research was supported in part by Grants from the
C.N.R.S. (L.A. no. 217: Biologie physico-chimique et moléculaire
des glucides libres et conjugués and A.T.P. ““Pharmacodynamie et
Chimiothérapie™, décision 5703) and by the Commissariat it I’ Energie
Atomique. We are very thankful to Dr N. Sharon for helpful discus-
sions about studies with soybean agglutinin.
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III - ETUDE DE L'ECTOSIALYLTRANSFERASE

A - ARTICLE III : Propriétés particuliéres de 1'ectosialyltransférase

envers les accepteurs exogeénes

Tout comme dans le cas de l'ectogalactosyltransférase, la pre-
miére partie de ce travail consistera a étudier l'activité ectoenzymatique
en présence d'un accepteur exogéne. Aprés avoir défini les paramltres ciné-
tiques et l'effet de la concentration en cellules, nous avons montré 1l'exis-
tence d'une propriété particuliére de l'ectosialyltransférase. En effet
cet enzyme est actif sur les accepteurs exogénes de faible masse moléculaire
mais inactif sur les accepteurs exogénes macromoléculaires. L'activité de
cette ectosialyltransférase semble donc €tre restreinte & la sialylation
des accepteurs membranaires puisque toute l'incorporation se situe a ce
niveau. Cette propriété particuliére pius récemment rapportée par BERNACKI
et PORTER (410) montre que cet ectoenzyme profondément enfoncé dans la mem
brane serait efficace dans les processus de cis-glycosylation mais,contrai-
rement i 1'ectogalactosyltransférase, ne pourrait pas €tre impliqué dans

les processus de trans-glycosylation. La figure 15 montre 1'interprétation

Le—AtLepteur macromoidcutaire

\ccepteut de faibie masse
LY 24 moieculimire

= AcCepleur Mmacromoleculane

L

Figure 15 :

Interprétation de 1'intégration de la galactosyl- et de la sialyltrans-
férase a) au niveau des membranes intracellulaires

b) au niveau de la membrane plasmique
Dans tous les cas la glycosylatlon des accepteurs endegénes est possible,
mais pour l'ectesialyltransférase la sialylation des accepteurs exogénes
est limitée aux accepteurs de faible masse moléculaire.

~ A .
<~¢) galactogyltransférase %ETV gialyltransférase



que 1'on peut donner du phénoméne, Les enzymes des membranes intracellulaire
et ceux des membranes plasmiques se distinguent & la fois par leur inté-
gration dans la couche lipidique et leur microenvironnement. Dans le cas

des membranes plasmiques, 1'impossibilité de 1l'ectosialyltransférase 3
sialyler des macromolécules exogénes peut €tre le reflet de son profond
enfouissement dans la couche lipidique et de l'accessibilité difficile de
son site actif 3 cause de la présence des glycoprotéines membranaires. Par
contre 1'ectogalactosyltransférase peut profiter de sa position externe pour
glycosyler les accepteurs macromoléculaires ou d'autres cellules. Au con-
traire, dans les cytomembranes, méme si l'intégration des deux enzymes est
la méme, 1'accessibilité de la sialyltransférase serait plus facile & cause
du repliement des chainesglycoprotéiques non complétement glycosylées. Comme
la galactosyltransférase, la sialyltransférase peut alors glycosyler des
macromolécules exogénes.

Ce type d'hypothése a &té également formulé& pour expliquer 1l'ag-
glutination de globules rouges avec des polyméres de SBA employés a des
concentrations telles que le monomére n'est pas actif. D'aprés N. SHAROX
(411) les sites de liaison de la lectine sont situés au niveau de la couche
lipidique (glycanne des glycolipides) et la longueur d'une seule molécule
de lectine ne permet pas la liaison avec une cellule adjacente alors que

-~

cette liaison est possible gri3ce & la longueur atteinte par le polymére.
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1. Introduction

The presence of sialic acid in the cell surface
glycoconjugates has a crucial importance in a variety
of biological cell properties. It has been involved in
the electrokinetic potential of the cell [1] and in the
permeability of the membrane [2]. More recently, it
has been related to the social life of the cell: cell—cell
recognition [3], contact inhibition [4} and crypticity
of immunogenic loci [5]. Moreover, changes in
membrane-bound sialic acid have been reported to
occur upon oncogenic transformation [6]. Further-
more, the sialic acid level at the cell surface seems to
be correlated to the life-time of the cell [7] and to
regulate the activity of some ecto-enzymes [8].

These facts raise the question as to how the surface
sialic acid level is maintained or modulated: does it
need an intracellular biosynthesis of the complete
glycoconjugates and their further integration in the
membrane or may it be due to the activity of an
ectosialyltransferase as a repair phenomenon? In fact,
ectosialyltransferase activity has been widely reported
[9—12] and ultrastructural evidence has been obtained
[13].In this paper, we demonstrate that rat spleen
lymphocyte possesses an ectosialyltransferase which
is able to transfer N-acetylneuraminic acid to its own
membrane but is not able to transfer it tc a macro-
molecular exogenous acceptor. However, when the
size of the same exogenous acceptor is reduced by
proteolytic cleavage, it can reach the active site of the
ecto-enzyme and is efficiently glycosylated.

2. Materials and methods

2.1, Preparation of cells, crude homogenate and
microsomual fractions

Spleen lymphocytes were prepared from three
month old Sprague-Dawley rats as previously described
{14]. Lymphocyte suspension was homogenized in &
Potter-Elvejhem apparatus (3 X 10 strokes at 1230
rev./min). The homogenate was centrifuged at
15000 X g for 20 min and the resulting supernatant
was used for preparation of microsomal fractions by
centrifugation (150 000 X g for 90 min). The acceptor
capacity of the various asialoglycoproteins was also
tested with rat liver microsomal fractions prepared
according to the same procedure.

2.2. Preparation of macromolecular acceptors

Orosomucoid («; -acid glycoprotein) was isolated
from pooled human serum by the procedure of
Schmid et al. {15]. Glycophorin was extracted from
ORh™ human erythrocyte ghosts as described by
Marchesi and Andrews [16]. Orosomucoid and glyco-
phorin were desialylated by mild hydrolysis (0.01 N
H,S0,, 100°C, 30 min). Effective desialylation was
checked by gas—liquid chromatography analysis.
Coupling of acceptors to Sepharose 4 B beads was
achieved as previously described [14].

2.3. Preparation of micromolecular acceptor
Asialoglycophorin was subjected to extensive

pronase (Calbiochem) digestion {1 mg for 50 mg of

North-Holland Publishing Company — Amsterdain
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asialoglycoprotein, during 72 h at 37°C). A low
molecular weight glycopeptide has been purified by
chromatography on Biogel P-6 column [17]. Its
molecular weight has been estimated to around 1500
according to its distribution coefficient, its carbo-
hydrate molar composition is GalNVAc : Gal (1 : 1) as
determined by gas—liquid chromatography.

2.4. Sialyltransferase assays

The incubation mixture contained 0.1 M sodium
cacodylate pH 7.4, 0.154 M NaCl, 5 mM MnCl, and
0.2 uCi/ml of [**CINANA—CMP (Amersham, spec.
act. 214 mCi/mM). Standard assays (100 ul) contained
2 X 107 cells and 1 mg of acceptors. Incubation was
achieved at 30°C, under a constant slow rotation, for
1 h.

2.5. Separation of cell from acceptors and determina-
tion of radioactivity

Macromolecular or Sepharose-bound acceptors
were separated from cells as described previously [14].
When micromolecular acceptor was used, the super-
natant after the cell sedimentation was spotted on
Whatman 3 paper and submitted to chromatography
in the following solvent: ethyl acetate/pyridine/glacial
acetic acid/water (5 : 5 : 1 : 3). The acceptor-bound
radioactive sialic acid remained near the origin free of
precursor ([**C]NANA—CMP) and of degradation
products ([**C]NANA) which had migrated. The
radioactivity of the material was determined by
counting in scintiflation liquid.

3. Results and discussion

3.1. Kinetic studies of ectosialyltransferase activity
with macromolecular acceptors

As we previously demonstrated, the use of an
insolubilized acceptor is a good approach to detect
ectogalactosyltransferase on intact lymphocytes
[14], we devised the same experiments for ectosialyl-
transferase. Incubation of lymphocytes with asiale-
orosomucoid coupled beads and [*C]NANA—CMP
reveals that incorporation of radioactivity is restricted
to the cells. The non-incorporation on an insolubilized
acceptor could be due to an alteration of acceptor
sites by the chemical treatment for coupling. In fact,
fig.1a shows a kinetic study using soluble asialo-
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Fig.1.(a) Kinetic study of the incorporation of radioactive
sialic acid on lymphocytes (c—--0) and on soluble asialo-
orosomucoid (e——e). (b) Kinetic study of the NANA-CMP
integrity (0—-0) and frce NANA appearance (e-—-@).

orosomucoid. Again, no significant radioactivity is
bound to the acceptor compared to the radioactivity
recovered with the cells. This fact has been noticed -
by Patt and Grimes with fibroblasts [18]. As
described for rat liver plasma membrane [19], whole
lymphocyte exhibits a NANA—CMP hydrolase
activity, which contributes to the formation of free
sialic acid in the medium (fig.1b). As sialic acid may
enter the cell [20] we checked that a 1000-fold
excess of unlabelled sialic acid does not reduce signifi-
cantly (less than 10%) the radioactivity of the ceils.
This indicates that entry of [**C]NANA cannot
explain the labelling of the cells.

3.2. Influence of the cell concentration

As the standard assay contained 2 X 10% cells/ml
it was worth examining if higher concentration of cells,
i.e., of enzyme, could lead to a sialylation at a higher
level of the exogenous acceptor. Figure 2 reveals that,
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Fig.2.(a) Effect of cell concentration on the incorporation of
radioactive sialic acid on the cells (0——0) and on soluble
asialo-orosomucceid (e——se). (b) Effect of cell concentration
on NANA -CMP integrity (0——o0) and free NANA appearance
(#——e). Logarithmic scale is used to represent the cell
concentration.

at any concentration, the cells are not able to catalyze
the transfer on a macromolecular acceptor although a
cell concentration-dependency is noted for the cell
surface sialylation. In addition this shows that, if
significant, [**C]NANA incorporation on the exo-
genous acceptor does not behave as the endogenous
membrane acceptors.

3.3. Comparison between sialvlation of macro- and -
micromolecular acceptors

Non-incorporation of sialyl residues on asialo-
orosomucoid could be due to the inability of this
acceptor to form the enzyme-substrate complex with
the lymphocyte ectosialyltransferase. To test this
possibility we used two other acceptors:

(i) Native ovomucoid which is a poor sialyl acceptor
(one terminal galactosyl residue per glycan moiety
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Fig.3. Relative incorporation of various macromolecular and
micromolecular acceptors with (a) whole cells and (b) micro-
somal fraction. The various acceptors are as follows: (!}
asialo-orosomucoid, (2) ovomucoid, (3) asiaiogiycophnorin,

(4) glycopeptidic acceptor. Acceptors have been used at a final
concentration of 10 mg/ml except for the micromelecular
(glycopeptidic) acceptor for which the dilution (8 mg/mi)

has been done to obtain the 1 : 1 ratio of incorporation as
compared to asialoglycophorin when assayed with miciosomal
fraction.

[21]) but which has been a suitable acceptor in the
lymphocyte system [14].

(ii) Asialoglycophorin whose very good acceptor
capacity is due to its high content of sialyl residues
in the native form, moreover is a membrane giyco-
protein.

As asialo-orosomucoid, these two asialoglyco-
proteins cannot be significantly sialylated by intact
lvmphocytes {fig.3a) however, they appeared ss good
acceptors of sialyl residues when assayed with micro-
somal sialyltransferase (fig.3b).

Thus it raises the question as to whether this
peculiar property may be related to the fact thara
macromolecular exogenous acceptor cannot reach the
active site of the ecto-enzyme. To answer this question,
ectosialyltransferase has been tested with a smiall
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glycopeptide obtained after extensive pronase diges-
tion of the asialoglycophorin. Figure 3a shows that
this micromolecular acceptor may be highly sialylated
by the ectosialyltransferase if compared to the sialyla-
tion of the originating macromolecule. When the
acceptor capacity is equal for macromolecular and
micromolecular acceptor in a microsemal system, the
sialylation of the macromolecular acceptor decreases
in a large extent (more than 5-times) with intact cell
system (95% viability).

3.4. Additional proof of this peculiar ectosialyl-
transferase activity

The peculiar properties of the enzymic activity
detected with whole cells favored the existence of an
ectosialyltransferase. However, on the one hand,
phagocytosis of acceptors and further intracellular
glycosylation may not be excluded. On the other
hand, whole cell preparations contain from 1-10%
broken cells which could be responsible for the
detected sialyltransferase activity. To demonstrate
clearly the involvement of an ecto-enzyme we devised
the experiments recommended by Lennarz.{22].
Figure 4 shows that as the proportion of broken cells
is increased; incorporation of sialyl residues on
asialo-orosomucoid and micromolecular acceptor

[MC]-NANA incorporated (e¢pm x 10‘2)

1 1
10 33 56 78 100

[
~
.

percent of broken cells

Fig.4. Sialic acid incorporation as a function of the percentage
of broken cells present in an incubaticn, on the soluble usialo-

orosomucoid (e——e) and on the glycopeptidic micromolecular

acceptor (A——a), Mixture of known proportion of intact and
broken cells were added to the incubation medium. In this
experiment 90% of the stock suspension of cells excluded
Trypan Blue (arrow).

FEBS LETTERS

_.76..

March 1977

increases. More important is the fact that extrapola-
tion to 100% intact cells indicates significant incorpo-
ration on the micromolecular acceptor but no incor-
poration on the macromolecular acceptor. Thus, the
intracellular enzyme may be monitored by the sialyla-
tion of asialo-orosomucoid and the low level of [**C)
NANA transfer on macromolecular acceptors,
observed with whole cell incubations, is due to the
low proportion of broken cells. Macromolecular
acceptor sialylation inability appears to be a peculiar
property of the lymphocyte ectosialyltransferase.

4. Conclusion

Demonstration ectoglycosyltransferase occurrence
requires three main criteria [23]:

(i) No entry of free carbohydrate into the cell if
precursor hydrolysis occurs

(ii) No release or secretion of intracellular enzymes,

(iii) No phagocytosis of acceptors.

Cell-labeling obtained with ["*C]NANA-~CMP in
the presence of excess unlabelled NANA allows us to
exclude the first cause of error. Secondly, as transfer
on macromolecular acceptor is not observed with
intact cells it is rather difficult to consider that
phagocytosis and further release of the sialylated
product may occur. Finally, cxperiments with increas-
ing proportion of broken cells allow us to determine
that the depicted transferase activity is really due to
an cctosialyltransferase. This peculiar property of the
ecto-enzyme to transfer sialic acid on micromolecular
acceptor or on the nearby membranous acceptors,
strongly suggests that it is a rather buried ‘intrinsic’
membrane enzyme. This enzyme would be more
concerned with the sialylation of surrounding mem-
branous acceptors in a ‘cis-glycosylation’ process.

This role in repairing the cell surface glycoconjugates
is in a good accordance with observations of Harms
and Reutter [24] showing that membrane sialic acid
has a higher turnover rate than the membrane proteins,
This sialic acid renewal appears to be crucial for many
biological properties of the cell.
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B — ARTICLE IV : Mise en é&vidence d'un inhibiteur intracellulaire

de 1'ectosialyltransférase du lymphocyte

Nous avons vu (article III) que la radiocactivité incorporée
sur les cellules lors de l1l'incubation avec du CMP—EaéI‘—NeuNAc n'est pas
due 4 1'entrée de sucre libre. Pour pouvoir conclure 3 la présence d'une
activité ectosialyltransférasique c'est-a-dire & la présence de 1l'enzyme
et des accepteurs endogénes, il faut éliminer l'objection des cellules
cassées : la radioactivité liée aux cellules est-elle due 3 la présence
d'un faible pourcentage de cellules cassées dans la suspension cellulaire?
Pour répondre & cette question, nous avons utilisé un artifice méthodolo-
gique préconisé par STRUCK et LENNARZ (412) qui consiste & déterminer 1'in-
corporation d'une suspension de cellules (dont le pourcentage de cellules
cassées est mesuré par la méthode du Bleu Trypan par exemple)et de mélanges
contenant des proportions connues de cellules entiéres et de cellules cassée
(le point 100 % de cellules cass@es &tant un homogénat réalisé avec la méme
concentration en cellules que la suspension utilisée au départ. Une extrapo-

lation 3 0 % de cellules cassées donne la valeur de l'activité ectoenzyma~

tique (voir figure 16).

se (cpm)

incorporee

radioactivite

0 ’ ' E

ﬁ 25 50 75 100
] % de celiules cassees
Figure 16 : - -
Schéma illustrant 1'extrapolation de STRUCK et LENNARZ {413) qui
consiste 3 mesurer la radioactivité incorpor@e par une suspension
stock de cellules (fléche) dont le pourcentage de cellules cassées
est connu, et de mélanges contenant des proportions connues de

cellules entidres et de cellules cassées. L'extrapolation a4 0 7 de
cellules cassées permet de conclure a 1'absence (courbe 1) ou d la

présence {courbe 2) d'ectoenzymes.
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Aprés avoir vérifié la validité de cette méthodologie sur
la galactosyltransférase pour laquelle 1l'extrapolation & O 7 de
cellules cassées donne une valeur significative pour 1'activité ectogalac-—
tosyltransférasique, la technique a &té appliquée & la détermination de

1'activité ectosialyltransférasique.Dans ce cas nous avons &té surpris de

constater que l'extrapolation 3 0 7 de cellules cassées donne une activité
sialyltransférasique plus &levée que celle de 1'homogénat. De telles ob-
servationé avaient &té faites par PATT et GRIMES avec des cellules SVT2
(414) et plus récemment par CERVEN (415) mais ces auteurs n'ont trouwvé
aucune explication au phénoméne.

L'article IV décrit la mise en évidence d'un inhibiteur cyto-
soluble et thermolabile de l'activité ectosialyltransférasique. La libéra-
tion de cet inhibiteur lors de 1'homogénéisation des lymphocytes, conduit

d une baisse de 1'activité sialyltransférasique.
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1. Introduction

One of the final steps in sialoglycoconjugate bio-
synthesis involves the transfer of sialic acid to glycan
moieties by means of sialyltransferases. It has been
demonstrated that the presence of sialic acid at the
non-reducing end of glycoconjugates has a biological
significance either at a molecular level or at a cellular
level: sialyl residues appear to be signal for the life time
of serum glycoproteins [1] or cells [2,3] and have
related to celtular adhesion [4] and crypticity of
immunogenic loci [5].

As far as the biogenesis of the membrane is con-
cerned, the question is to know whether the stepwise
biosynthesis of glycans follows the pathway of the
membrane flow. If such is the case, the final sialyla-
tion could occur at the cell surface, thus involving an
ectosialyltransferase whose activity has been widely
reported [6-9]. In this work we demonstrate the
presence of an intracellular inhibitor of the lympho-
cyte ectosialyltransferase. This finding leads to the
hypothesis that sialyltransferases might be ‘shut off’
inside the cell and would become active, as an ecto-
enzyme, when it reaches the outer cell surface where
the inhibitor is no more present.

2. Materials and methods

2.1. Preparation of cells, crude homogenate and
postmicrosomal supernatant
Spleen lymphocytes were prepared from two
month old Sprague-Dawley rats as previously described
[10]. Lymphocyte suspension (5.10% cells/ml) was

North-Holland Publishing Company — Amsterdam

homogenized in a cooled Potter-Elvejhem apparatus
(3 X 10 strokes at 1250 rev/min). The homogenate
(also called broken cells) was centrifuged at

150 000 X g for i h. The resulting supernatant was
used as source of inhibitor.

2.2. Preparation of acceptors

Orosomucoid (a;-acid glycoprotein) was isolated
from pooled human serum by the procedure of
Schmid et al. [11] and further desialylated by mild
hydrolysis (0.0 N H,SO,, 100°C, 30 min). Effective
desialylation was checked by gasliquid ¢chromatography
analysis.

Ovomucoid was prepared as previously described
[10].

2.3. Glycosyltransferase assays

For the sialyltransferase assays the incubation
mixture contains 0.1 M sodium cacodylate, pH 7.4,
0.154 M NaCl, 5 mM MnCl, and 0.2 uCi/inl of
[MCINANA—CMP (Amersham, specific activity
214 mCi/mM, i.e., an average value of 400 cpm/pM).
Standard assays (100 ul) contained 2.107 cells and
1 mg acceptor. Incubation was achieved at 30°C,
under a slow rotation, during 1 h.

The galactosyltransferase assays were performed as
previously described [12].

2.4. Determination of radioactivity of cells and
acceplors
Radioactivity incorporated on the acceptor was
measured by difference between two assays, one
without exogenous acceptor.
Recovery of acid-precipitable materials, analysis of
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precursor degradation and counting were achieved as
previously described [10].

3. Results and discussion

3.1. Galactosyl and sialyltransferase activities as a
function of the percentage of broken cells

Assignment of sialyl- or galactosyltransferase
activity to ecto-enzymes by using whole cells incuba-
tions may be faulty by the presence of a certain
percentage of broken cells. To determine whether
the measured activities are due to broken cells,
mixtures containing definite propertions of intact
and broken cells were incubated with cither
[1*C]Gal—UDP or [“*C]NANA—CMP as recommended
by Struck and Lennarz [13}. Figure 1a shows that, in
the case of galactosyltransferase, extrapolation to zero
percent of broken cells leads to a lower but significant
incorporation in both endogenous and exogenous
(ovomucoid) acceptors. This result is in total agree-
ment with the ectogalactosyltransferase activity we
previously depicted on lymphocyte cell surface [10].
Furthermore, as expected, an increasing incorporation
is observed with an increasing release of intracellular
enzymes. In the case of the sialyltransferase (fig.1B),
although an increasing amount of intracellular enzyme
is liberaied by breakage of the cells as revealed by the
sialylation of the asialo-orosomucoid [9], surprisingly,
the radioactivity bound to endogenous acceptors
decreases while the proportions of broken cells
increases. :

On one hand the latter phenomenon could be
accounted for by an increasing degradation of the
precursor by the homogenate. In fact, analysis of
the precursor integrity alter incubation reveals that
NANA-CMP degradation is not meaningfully different
between whole cells and broken cells (from 30% to
10% of the input NANA—CMP hydrolysed into free
NANA). The availability of NANA-CMP is monitored
otherwise by the sialylation of the exogenous acceptor.
On the other hand, entry of this newly formed radioactive
free NANA into cells [14] could be responsible for
the higher labelling of whole cells if compared with
broken cells. In fact, a 1000-fold excess of unlabelled
sialic acid does not reduce the phenomenon.

Conscquently, the reduced incorporation of sialyl
residues by broken cells does not reflect an artelactual
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Fig.1. (a) Galactose incorporation as a function of the percent-
age of broken cells present in an incubation, on the endogenous
acceptors (0-——0) and on ovomucoid (e———¢). (b) Sialic acid
incorporation as a function of the percentage of broken cells
preseitt in an incubation, on the endogenous acceptors {2-—2)
and on asialoorosomucoid (e-——-e). Arrows indicate the
percent of broken cells in the stock suspension as judeed by
trypan blue exclusion test.

event but has to be correlated with either an inhibited
transfer reaction or a post reactional removal of
sialyl residues such as the action of a neuraminidase

[15].

3.2. Presence of the ectosialyltransferase inhibitor in
the postmicrosonal supernatant
When increasing amounts of post microsomnal
supcrnatant are incubated with whole cells in standard
ectosialyltransferase assays, the number of radio-



Volume 81, number 1

=)
7

o
T

L ] 1

20 40 60 pl

[MC}NANA incorporated (cpm x 10’2)

added postmicrosomal supernatant

Fig.2. Effect of postinicrosomal supernatant on ectosialyl-
transferase activity. Increasing amounts of supernatant are
added to equal amounts of whole lymphocytes in a standard
incubation mixture.

active sialyl residues bound to the cells is decreasing
as shown in fig.2. Thus, the effect previously observed
with broken cells may be reproduced by using only
post microsomal supernatant. This indicates that the
effector is present in a subcellular fraction which
otherwise does not exhibit any sialyltransferase
activity: It was then possible to test whether this
effector was an inhibitor or a post reactional destroy-
ing factor.

Table 1 shows that the post microsomal supernatant
is not able to cleave off the newly bound sialyl residues
in a post reactional process (table 1b) but its action is
recovered only when it is added during the incubation
(table 1a). This fact proves the presence of an inhibi-
tor of the ectosialyltransferase in the post microsomal
supernatant. In addition, this inhibitor is a thermo-
labile factor, which suggests its macromolecular
nature.

3.3. Additional proofs for an intracellular inhibitor of
ectosialyltransferase

If we assume that ectosialyltransferase is active only
at the outer cell surface, where no inhibitor occurs,
this activity measured in whole cell incubations must
be strictly proportional to the number of enzyme,i.e.,
of celis, leading to a constant specific activity.

On the contrary, in assays with increasing concen-
tration of broken cells where concommitant inhibitor
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Table 1
Assay Radioactivity bound
to cells (cpn)
(a) Standard assay
Complete 1108
Complete plus 50 ul
postmicrosomal supernatant 591
Complete plus heat-treated?
postmicrosomal supernatant 1048
(b) Standard assayb
Complete 1062
Complete plus 1 h postincubation
with cacodylate buffér, 30°C 986

Complete plus 1 h postincubation
with 50 ul postmicrosomal
supernatant, 30°C 993

2 Heat-treatment has been achieved by maintaining the
supernatant at 100°C for 3 min
In this set of experiments the cells were sialylated in stan-
dard assays and then the precursor was washed off by
low-speed centrifugation before either acid-precipitation
or postincubation

concentration increases, the specific activity should
fall down. This fact is clearly illustrated by fig.3 for
which sialyltransferase specific activity is plotted
versus whole cell and broken cell concentrations.
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Fig.3. Variations of sialyltransferase specific activity when
assays are performed with increasing concentration of whole
cells (o——o) and with increasing concentration of broken
cells (e—-e), The measured activities concerned the transfer
of sialyl residues on endogenous acceptors.
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4. Conclusion

The starting point of this work has been the
observation that the sialyltransferase activity is higher
in whole cell incubations than in homogenates. A
similar datum has been obtained by Patt and Grimes
with SV T2 cells [16] . We demonstrate that this
phenomenon is not an artifactual event but is due to
release of an intracellular sialyltransterase inhibitor
by breakage of the cells.

On one hand, we reported previously [9] that the
ectosialyltransferase is ascribed to the sialylation of
endogenous membrane acceptors and cannot sialylate
macromolecular exogenous acceptors. On the other
hand, we demonstrate in this paper that an intraceilular
inhibitor affects the sialylation of the endogenous
acceptors without meaningfully inhibiting the sialyla-
tion of exogenous acceptor. These two facts strongly
suggest that this inhibitor is specific to ectosialyl-
transferase.

The finding of such an inhibitor allows us to
propose that the {inal sialyiation of the surrounding
membrane glycoconjugates could occur only when
the ectosialyltransferase reaches the cuter cell surface
at the end of the membrane flow process.
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C - ARTICLE V : Détection de l'activité ectosialyltransférasique

en utilisant des cellules entiéres : correction de

1'erreur due 3 la libération de CMPNeuNAc intra-

cellulaire

Aprés la mise en &vidence d'un inhibiteur de 1'activité ecto-
sialyltransférasique (article IV) nous nous sommes attachés & purifier et
a caractériser la molécule responsable de cet effet. Aprés homogénéisation
des lymphocytes le surnageant 150 000 g est purifié par gel — filtration,
et les fractions contenant l'inhibiteur sont analysées par chromatographie
sur papier et électrophorése.

Aprés purification, quelques propriétés de 1'inhibiteur ont
€té €tudies et comparées a celle du CMP-NeuNAc. Cette &tude peut 8tre
résumée comme suit :

1 : 1e CMP—EAC] -NeuNAc se comporte sur colonne comme 1'inhibi-
teur (lution au Vo + Vi) ;

2 : il est entierement dégradé en NeuNAc libre apré&s chauffage
4 100° C pendant 3 min. ;

3 : il est insensible comme 1'inhibiteur & la papaine et 3 la
pronase ;

4 : gon comportement chromatographique et électrophorétique
est identique & celui de l'inhibiteur ;

5 : la preuve de 1'identité de 1'inhibiteur a &té apportée par
sa sensibilité 3 la CMP-Neu NAc hydrolase purifiée du sérum de Rat qui nous
a été généreusement donnée par Stéphane BOUQUELET que nous remercions vive-
ment.

Ainsi la baisse d'incorporation observde aprés incubation de
cellules cassées avec du CMR[Mc:gNeuNAc par rapport & 1l'incorperation de
cellules entiéres est due 3 la libération de (MP-NeuNAc intracellulaire
conduisant & une baisse de 1'activité spécifique du précurseur. La courbe
d'inhibition est en fait une courbe de dilution isotopique.

Cette étude sur 1'ectosialyltransférase nous a permis de déceler
une cause d'erreur non encore suspectée dans la détection des activités
ectoglycosyltransférasiques : la libération de précurseur intracellulaire
par les cellules cassées. Celle-ci est particuliérement importante : elle
remet en question le dosage des activités glycosyltransférasiques mené sur
des cellules entiéres ou des homogénats et par conséquent elle jette un
doute sur les travaux qui comsistent en la comparaison d'activités ecto-

glycosyltransférasiques (entre cellules et homogénat par exemple ou lors
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transformation cellulaire, ou encore au cours du cycle cellulaire). En
effet 1'incorporation obtenue dans les conditions classiques dépend de la
quantité de cellules cassées qui se trouve dans le milieu d'incubation,
une faible variation de cette valeur provoque des variations importantes
dans 1'activité mesurée.

Pour tenir compte de cette nouvelle cause d'erreur, nous avons
mis au point une nouvelle méthode de détection des activités ectoglycosyl-
transférasiques. Elle consiste dans un premier temps & mesurer l'accrois-
sement d'activité glycosyltransférasique apporté par des cellules entiéres,
lorsque celle-ci est mesurde en présence de quantité quasi-constante d'ho-
mogénat, c'est~i~dire 3 méme dilution isotopique du précurseur. Dans un
second temps, elle permet de déterminer si cet accroissement d'activité
apporté par les cellules entiéres n'est di qu'a la présence d'ectoaccepteurs
ou si elle résulte de 1'activité d'ectoenzymes. |

Cette méthode est la seule qui permet de tenir compte de la
lib&ration & la fois de précurseur intracellulaire et de 1l'activité enzy-
matique par les cellules cassées. L'application de cette technique nous a
permis de confirmer la présence d'une ectosialyltransférase et d'accepteurs

d'acide N-acétylneuraminique sur la membrane lymphocytaire.
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SUMMARY

Assignment.of sialyltransferase activity to ecto-enzyme
by using whole cell incubations may be faulty due to the presence of
a certain percentage of broken cells. To determine whether the measured
activiiies are due to broken cells, mixtures containing definite
proportions of intact and broken cells were incubated with exogenous
CMP~N—acety1{]4C} Neuraminic acid (CMP~{]AC}NeuNAcL extrapolation to
zero percent of broken cells gives the ectosialyitransferase activity.
Surprisingly, we observed that the resulting incorporation onto
endogenous acceptors is higher for whole cells than for homogenate.
This inhibitory effect due to brogen cells is recovered with a heat-
labile, cytosoluble, low molecular weight coﬁpound. This compound has
been purificd,characterised as CMP-NeuNAc by its behavior in various
chromatographic and electrophoretic systems and its susceptibility to
CMP-NeuNAc hydrolase. This endogenous CMP-NeuNAc leads to an isotopic
dilution of the exogenous labelled CMP~NeuNAc and explains the apparent
lowest activity observed for homogenate by various authors. As this
isotopic dilution varies with the propofﬁion of broken cells, the
radiocactivity bound to endogenous acceptors cannot be related to a
known numbef.of sialyl residues transferred, calling into question the
validity éf plotting the amount of incorporated {IAC}NeuNAc versus various
percentages of broken cells that we previously described. Taking this
fact into accounf, a new approach has been developed to detect ectoglyco-
syltransferaseswhen using whole cells. This method allowed us to prove
that rat spleen lymphocytes possess ectosialyltransferases whose activity
toward exogenous acceptors is restricted to low molecular weight
compounds and whose endogenous activity strictly concerns the plasma

membrane.
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INTRODUCTION :

FEctoglycosyltransferases arc defined as membrane-bound
enzymes whose active sites are accessible from the outside of the
cell {1}. During the past few years, ultrastructural {2} and bioche-
mical evidence {3-7} for ectosialyltransferasé activity has accumulated
'ior review see {8, 9}. In most experiments the biochemical proofs
for the surface localisation of such ectoenzymes are obtained by
incubating whole cells with labelled nucleotide~sugar, assuming that
the resulting incorporation into acid’precipitable acceptdr molecules
is due to ectoglycosyltransferase activity. As pointed out by Keenan
and Morré'{lO} this methodology is not without faults and in previous
studies {11, 12} we developed procedures to avoid the main causes
of errors. Particularly, atténtion has been focused on determining
whether or not the detected sialyltransferase activity is due to
tﬁé small percentage of broken cells in the assay. For this, we used
the method recommended by Struck and Lennarz {13} : sialyltransferase
activity of mixtures containing definite proportions of intact and
broken cells are measured and extrapolation to zero percent broken cells
gives the measurement of the ectoenzyme actiVity alone. In oﬁr hands,
using lymphocytes, we were surprised to observe that the radioactivity
bound to endogenous acceptors decreases while the proportion of breken
cells increases. Further investigations {12} 1eéd us to postulate the
presence of a heat-labile, cytosoluble inhibitor of ectosialyltransfcrase

activity.
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In thislpaper, Qe demonstrate that the inhibifory effect
is due to the release of intracellulag CMP—N—Acetylneuraminicvacid
(CMP"NeuNAc> by brdken cells ieading to a decrease of the transferred
radioéétive sialyl residues caused by isotopic dilution of the
labelled precursor. This result brings the experimental proceduré
proposed by étruck-and Lennarz {13} into question again : the
radiocactivity bopnd to en@ogenous acceptors does not reflect the
real amount of incorporated NeuNAc residues and consequently extra-~
polation to 100 percent intact cells is no longer valid. Thus we
developed an original procedure to detecct ectosialyltransferase
activity af the outer surface of cells taking into accounf the
fact that both intracellular sialyltransferases and endogenocus
CMP-NeuNAc méy be introduced by the small percentage of broken cells
in the assay. Using this methodology, we confirm the presence of
sialyltransferase at the outer surface of lymphocytes which is able
to transfer sialyl residues to its own membranes and to low molecular
weight exogenous acceptors, but is not able to transfer them to

high molecular weight exogenous acceptors.

EXPERIMENTAL

/
1 neunac

"'Materials. All reagents were of analytical grade. CMP—{
was purchased from Radiochemical Centre Amersham, England (specific
activity 214 mCi/mM i.e. an average value of 400 cpw/pM). Fetuin was

purchased from Sigma Chemical Co., St Louis (U.S.A.) and used as

acceptor after desialylation by mild acid hydrolysis (0.01 N HZSO47 100°¢C,
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30 min). Effective desialylation was checked by gas-liquid chromatography
analysis. Lactose (Sigma Chemical Co) was used as low molecular weight
acceptor. Pronase (4 U/mg) and insolubilized papain (E.C.‘3.4.22.2,

80 ﬁ/g carrier-fixed enzyme) wés obtained from Sigma Chemical Co,

St Louis, U.S.A. and from Boehringer GmbH, Mannheim, Germany,
respectively. CMP-NeuNAc hydrolase was purified from rat serum and

‘'was a gift from Dr. S. Bouquelet. Authentic &-2,3 and a-2,6 sialyllactosé

were gencrously provided by Dr. G. Strecker.

Preparation of cells and homogenate. Spleen lymphocytes were

prepafea from six-week old Wistar rats as previously described {14 1.
Microscopic examinatioﬁ was routinely used to control the viability
of cells by the Trypan Blue exclusion test. Homogenates were preparéd
from lymphocyte suspensions (109 cells/ml) in a cooled Potter—

Elvejhem apparatus (3 x 10 strokes at 1,250 rpm).

- Standard sialyltransferase assay. &he incubation mixture contained

C.! M sodium cacodylate, pH 7.4, .0.154 M RaCl and 5 mM MnCl Unless

9
otherwise stated, standard assays (120 ul) contained 0,02 uCi of

)' 14 S 7 - .
CMP-{ "Cl}NeuNAc,2 x 10" cells and | mg of acceptors. Incubation was
achieved at- 30°C under a slow rotation for one hour. At the end of each
. . .. . - 14 : .
incubation, the integrity of CMP“{I{C)*NCUNAC was controlled by submitting
an aliquot fraction to descending paper chromatography in the following

solvent (A) : pyridinc, ethyl acetate, glacial acetic acid, water

(5 :5

1 : 3) {15}.

" ‘Determination of radioactivity incorporated on endogenous and

‘exogenous acceptors. Radioactivity bound to endogenous acceptors was

measured after phosphotungtic acid precipitation as previously described



,{14}. When the high molecular weight acceptor was used fadiqactivity
incorporated on the acceptor was measured by the difference between

" two aséays one without exogenous acceptor. Wheﬁ lactose Qas used as
the low molecular weight acceptor, low-speed supernatant of the
incubation medium was spo£ted én Whatman 3 MM paper and labelled
sialyllactose was separated from CMP~{}4C}NeuNAc and {IAC}NeuNAc

b paper chromatography in the solvent system A as above,which allows
separation of the o-2,3 and a-2,6 isomers of sialyllactose {16}.

A control experiment was carried out éimultaneously by‘omitting lactose.
Sialyllactose was further eluted free of precursor and precursor
degradation products and chromatographed together with authentic

a-2,3 and a-2,6 sialyllactose.

Purification of the inhibitor. After homogenization of the cells,

the 150.000 x g supernatant {12} was successively passed through
Sephadex G-50, G-25 and CTIO columns equilibrated with 0.154 M NaCl

in 0,1 M sodium cacodylate pH 7.4. An aliquot volume (60 ul) of each
fraction was tested for its inhibitory effect in the standard sialyl-
transferase assay. Further identification of the inhibitor was achieved
by paper chromatography using two different solvent systems : systeme
(A) {15} and system (B) : isobutyric acid, concentrated ammonia, water
(66 : 1 ¢ 33) {17} and by high voltage paper electrophoresis in the
following buffer : pyridine, glacial acetic acid, water (3 : 1 : 387)
pl 5.4. Aftér chromatography or electrophoresis, paper strips were cut
along thé migration.path and products were eluted with 0,154 M NaCl,
0,1 M sodium cacodylate pH, 7.4 and agéin used to check their inhibitory

effect in the sialyltransferase test.
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Proteolytic treatment of the inhibitor : The susceptibility to
' —~

proteolytic enzymes was tested in two ways on aliquot fractions of the
inﬁibitor after the Sephadex G~10 purification step. In one procedure
diécstion was performed with 1 unit of insolubilized papain at 37°C
for 1, 4, 8 and 18 h. Insolubilized enzyme was discarded by low-spced
centrifugation and supernatant was tested for its inhibitory effect.
In the second procedure, 2 units of pronase were used and incubation
was performed at 37°C, in 0,02 M calcium acetate. After 24 h and 48 h
digestion, the incubate was passed through a Sephadex G-25 column
and each fraction was tested for the inhibitory effect. In each case,
control experiments omitting either proteolytic enzyme or inhibitor
fraction were run simultauncously.

CMP-NeuNAc hydrolase treatment of the inhibitor : the inhibitory

fraction obtained after the Sephadex G~10 purification step was treated
with CMP-NeuNAc hydrolase purified from rat serum, in the sodium cacodyla
buffer. The incubation was achieved at 37°C for 16 hours to obtain a cowm-
plete degradation of the CMP-NeuNAc as monitored by the degradation of
CMP—{IQC}NeuNAc added to the medium as internal marker in an aliquot
fraction. The enzyme was further removed from the medium by passing throu
a Séphadex G-25 column., Fractions were tested for their inhibitory effect
déscribed above using as control a similar Sephadex G=25 chromatography

of the inhibitor which has been incubated in the same conditions but

without CMP-NeuNAc hydrolase.
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RESULTS AND DISCUSSION

A) Purificatibn and identification of the inﬁibitor
| In sialyltransferase assays using vafying proportions of
intact and broken cells, the quantity of radiocactive sialyl residues
tfansferred to endogenous acceptors decreases as the proportion of
broken c‘ells increases (Fig. 1 A). Compared to whole cells, the
lower sialyltrans‘ferase activity observed with broken cells had also

been mentionned by other authors {7, 18} but no explanation was given.
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This inhibitory effet is recovered in the 150 000 x g supernatant of

lymphocyte homogenate and appears to be heat labile {12}. This crude

inhibitory fraction was purified by the gel filtration technique. Fig. 2

shows a typical pattern observed on passing the supernatant through a

Sephadex G-50 column. The active fraction was recovered at the Vo o*
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Fig. 2 : GCel filtration behavior of the sialyltrausferase

extracted from lymphocvie homogenate : 10 wl of -the 150,000 g sujeruatant

were put on & 5 ¢z x 110 cn Sephadex G-50 column ; flow rate :

volume of each fraction : 20 ml ; zbsorbance was measured at I8C nm
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expressed as a percent of the activity measured without inhibitor (&—C').
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volume. This was also the case for the further Sephadex G-25 and G-10

chromatographies allowing
due to a small molecular weight compound. This latter purified
was tested for its susceptibility to proteolytic enzymes using
papain or pronase as described in the experimental section. No
was observed after either proteolytic treatment. At this stage
results may be summarized as follows :

a protease resistant, small molecuylar weig
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used, was completely degraded by heat treatment (100°C, 3 min) and hac

‘the same behaviour on Sephadex column chromatography as the "so-called"

inhibitor, we postdiated that thg lower transfer activity observéd in
the presence of bquen cells could be due to isotopic dilution of

the CMP~{]4C}NeuNAc used as precursor in the sialyltransferase assay.
Furthef jdentification was achieved by submitting the purified active
fraétion (after the Sephadex G-1C purification step) to paper chromato-
graphy in two different solvent systems (A and B) and to high voltage

paper electrophoresis. Fig. 3 shows that in cach case, the inhibitory
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cffect is recovered in the fraction co-migration with the CMP-{IAC}
NeuNAc used as a marker. In addition, tfeatment with purified CMP-NcuMAc
hydrolasé leads to the complete loss of the inhibitory effect. Thus,
‘the previously observed inhibition appears to be due to endogenous
CMP-NeuNAc released by broken cells. Considering Fig. 1 again, this
unexpected isotopic dilution of radioactive precursor explains both
the observed apparent inhibition of the sialyltransferase (Fig. 14)
and of the CMP-NeuNAc hydrolase (Fig. 1B). In addition, more important
is the fact that the real sialyltransfefase activity (expressed in pM
of sialyl residue transferred) isdifférent from the amount of'{léc}
NeuNAc incorporéted as each point should be corrected éccording to
the level of unlabelled CMP-NeuNAc released. As this correcting
factor increases as the proportion of broken cells increases, the
corrected points could lead &o'a curve which extrapolates to zero,
calling into question the presence of ectoenzyme aétivity.

As current methods for CMP-NeuNAc dete?mination {19} are
not sensitive enough to allow precise cvaluation of the CMP-NeuNAc
content in such assays, we developed a different approach to detect
ectosialyltransferase activity using whole cell assays but taking
into account that broken cells add both intracellular sialyltfansferase

and endogenous precursor,

B) New evidence for ectosialyltransferase activity using wholec cells

To avoid a significant variation of the specific radioactivity
of the precursor in the sialyltransferase assay, the transfer activity
was measured in the presence of a quasi-constant and known amount of

. p ! 14 . .
broken cells. Fig. 4 represents the { C}NeuNAc incorporated by mixtures
. . 9
of increasinyg amounts of whole cells (0O to 45 pl of a 107 cells/ml of
stock solution containing 10 percent of broken cells) in the prescnce

of 20, 35, 50 or 65 pl of broken cells (stock solution : 109 broken
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‘cells/ml, Fig. 4‘A, 4B, 4C, and 4D respectively). The presence of increasit
amounts of whole cells leads to an increased transfer of radioactive
sialyl residues on endogenous acceptors, as illustrated by the difference
between total incorporation and incorporation uniquely due to broken
cells. (Fig. 4, dotted lines). Since for each set of experiments, the

.. . { .
additionnal bound {l *C}NeuNAc was measured for different amounts of

broken cells i.e. for different specific radioactivities of the
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’CMP—{IAC} NeuNAc, valid comparison of the increased transfer due to
40.5 yl of whole cells (valuesa,b,c,d on fig. 4) requires corrections
for identical isotopic dilution. Assuming that this correcting factor
is the same for homogenate alone and for mixtures of whole cells and

an idcntical amount of homogenate, this correction is illustrated in
table I. It gives comparative values of the enhancement of the traunsfer
of sialyl residues due to the presence of whole cells for various
amounts of homogenate. This enhancement may be due to ectoenzyme

activities exhibited by whole cells and/or to the presence of additional

-

cell surface acceptors for the intracellular sialyltransferases. Tc
distinguish between these two possibilities, it is necessary to plot
the enhancement cf incorpofation given by whole cells versus the
various amounts of homogenate : either there is no ectoenzymatic
acfivity, and thus the transfer activity is strictly proportional

to the homogenate enzyme content (i.e..extrapolation of the curve

to origin) or there is ectoenzyme activity and extrapolation to

no broken cells reveals a significant transfer activity; This final
extrapolation is illustrated in Fig. 5A which shows that intact
lymphocytes alone exhibit a sialyltransferase agtivity. That is to
say that the outer surfaces of these cells possess ectosialyltransferases.
Furthermore, as the additional transfer of sialyl residues given

by intact cells is constant whatever the amount of broken cells in
the incubation medium, this suggests that the plasma membrane glyco-

conjugates are not acceptors for intracellular sialyltransferases.

C) Additional proofs for ectosialyltransferase activity toward

exogenous acceptors

As we previously observed {11} that ectosialyltransferase

activity toward exogenous acceptors was restricted to low molecular



TABLE 1

Correction for identical isotopic dilution of the {jAC}NeuNAc transferred

on whole cells : the sialyltransferase activity was assayed for mixture
of intéct cellsl(éO.S pl) with various amount of homogenate (24.5 pl,
39.5 ul, 54.5 pl and 69.5 ul) as indicated in the legend of Fig. 4.

The corrective factor for identical isotopic dilution is obtained

by assuming that a linear relationship should be observed between

14 '
amount of homogenate and amount of { C}NeuNAc transferred.

Amount of
homogenate in the

incubation

24.5
39.5
54.5

69.5

(nl)

A (IAC)NcuNAc B : Corrected values Corrective Enhancemeng of the Corrected values for
incorporated on for ideutical factor transfer of {'“C}NeuNAc identical isotopic qilut
endogenous acceptors isotopic dilution B/A residues by whole cells using factor B/A
by homogenate alone . (40.5 1) ip the presence (cpm)
(cpm) (cpm) of homogenate *
(cpm)
539 539 1.00 1160
770 869 1.13 950
897 1199 1.34 826
944 1529 1.62 720

% These values are obtained from Fig. 4 as indicated by a, b, ¢, 4.
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weight acceptors, we investigated this peculiar property using this
new approach. Fig. 5B shows the final extrapolation step obtained with
lactose as low molecular weight acceptor and asialofetuin as high
molecular weight acceptor.:It cleatly appears‘that the presence of
iﬁtact cells does not enhance the transfert of sialyl residues to

asialo-fetuin but leads to a significant transfer to lactose. Lt must be
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noted'thaf, in our experimental conditions, the same product (o0-2,3
"sialyllactose only) is obtained by using whole cells as well as
homogenate.‘Thus, this different eXperimental approach confirms that
the siélyltrausferase located at tﬂe outer surface of lymphocytes

is not able to'sialylate high molecular weight acceptor but is able

to transfer sialyl residuesto low molecular weight acceptors {11}.

CONCLUSIONS
Anmong, tﬁe various causes of errors to detect ectoenzyme

activity using incubations with whole cells, one of the most difficult

to avoid is the presence of a small percentage of broken cells whiéhA
could be responsible for all.the transfer activity detected. To take

into account the inevitable presence of“broken cells, the easiést

way is to use the method described by Struck and Lennarz plotting the
transfer activity versus various mixtures of whole and broken cells

and using extrapolation to zero percent broken cells for assigning
transfer activity to ectoenzymes. However this method may be faulty

if broken cells release endogenous precursoficausing an isotopic diiution
of the labelled precursor used in the assay. In this case, the radioactivi
bound to acceptors does not reflect the real amount of transferrcd

sialyl residue; and furthermore the profile of the curve may be so
modified that extrapolation to zero percent broken cells is ne longer
significant. We made this observation when testing ectosialyltransferase
{12} and ectofucosyltransferase {20} activities Qith,whole rat spiecn
lymphocytes, The decreasing radioaétivity bound to endogenous acceptor
with an increasing percentage of broken cells lead us to the detection

of a heat-labile cytosoluble factor producing an inhibitory effect in



- 102 -

the sialyltransferase assay. In this paper, we assign the inhibition

to the release of intracellular CMP-NeuNAc by broken cells caﬁsing an
lisotopic dilution of the labelled precursor. Thus, to héve a valid test
for ectosialyltranéferase, we developed a new procedure based on the
meaéurement of whole cell sialyltransfera;e activity in the presence

of constant amount of broken cells i.e. a constant, thus comparative isc~
topic dilution. This technique permitted us to ascertain whether the
éialyltransfcraseVactivity measured with whole‘ceils was really due to
ectoenzyme. Moreover, since first,a constant level of sialylation of
the whole cells is observed whatever the amount of homogenate present
in the incubate and second that ectosialyltransferase is not able to
sialylate high molecular weight exogenous acceptoré, it is suggested
that in these in vitro assays; there is-a compartmentation of sialyl-
transferase agtivity : the ectoenzyme aund the intracellular.enzyme
endogenous activities being restricted to their own membrane acceptors.
It is not possible to observe a trans-sialylation process between
intracellular membranes and the plasma membranec. This appears to be

of importance to further elucidate differences in the function of

ectosialyltransferases and intracellular sialyltransferases.
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IV - ETUDE DE L'ECTOFUCOSYLTRANSFERASE

ARTICLE VI : Mise en évidence de deux activités fucosyltransfirasique

d la surface du lymphocyte de Rat

Appliquant les critéres qui nous avaient servis d détecter les
activités ectogalactosyltransférasiques et ectosialyltransférasiques nous
avons. recherché la présence d'ectofucosyltransférases & la surface du
lymphocyte splénique de Rat. L'article VI montre qu'il existe une grande ana
logie avec les activités ectosialyltransférasiques. Les enzymes semblent
en effet trds actifs dans la glycosylation des accepteurs endogénes dans un
processus de cis—glycosylation. Lorsque 1l'incubation est effectuée en pré-
sence d'accepteurs exogénes, seuls les accepteurs de faible masse mol&cu-
laire (galactose,di N-acétylchitobiose) arrivent jusqu'au site actif des
enzymes ce qui suggére qu'ils sont enfouis profondément dans la membrane.
Ces enzymes sont inhibés par de trés faibles concentraticns de GDP, produit
de la réaction, et montrent vraisemblablement pour cette raison une cinéti-
que trés courte. Enfin on retrouve sur la surface cellulaire & la fois les
deux enzymes trouv@s sur les membranes intracellulaires c'est-3-dire la
GDP-fucose : galactoside fucosyltransférase (sélectivement inhibée par la
N-éthylmaléimide) et la GDP-fucose : N-acétyl glucosaminide fucosyltrans-

_férase ; ainsi que le type d'accepteur correspondani & chacun de ces enzy-
mes. Ces deux types d'enzymes pourraient &tre impliqués, comme 1l'ectosialyl-

transférase, dans la réparation des glycoconjuguds membranaires.
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To demonstrate the existence of ectofucosyltransferase activities on the outer surface of rat
lymphocytes, we measured fucosyltransferase activities on whole cells using procedures enabling us
to exclude the possibility of misleading results due to precursor hydrolysis and intracellular utiliza-
tion of the free fucose, and to take into account the contamination by intracellular enzymes freed
by the small percentage of broken cells. The described ectofucosyltransferases are able to catalyze
the transfer of fucosyl residues from GDP-fucose to the endogenous membrane acceptors but the
transfer activity towards exogenous acceptors is restricted to low molecular weight compounds.
Use of galactose and di-N-acetylchitobiose as exogenous acceptors and concomitant study of the
specific inhibition by N-ethylmaleimide enabled us to detect both types of ectofucosyltransferases:
a GDP-fucose : galactoside ectofucosyltransferase and a GDP-lfucose : N-acetyiglucosaminide ecto-

fucosyltransferase.

The presence of fucosyl residues has been demon-
strated in various types of membrane glycoconjugates
of biological importance. For example, fucose has
been found as a terminal residue attached to f-galac-
tosyl residues of glycoconjugates confering blood-
group H-specificity [1], and as a branched residue
attached to the asparagine-linked N-acetylglucosamine
residue of asparagine — N-acetylglucosamine-type gly-
coproteins as in the mouse histocompatibility-2 allo-
antigen [2] and immunoglobulins [3]. Recently, it has
been proved that two different fucosyltransferases
were involved in the transfer of fucose from GDP-
fucose to each type of acceptor, either to a - V-acetyl-
glucosaminyl residue or to a terminal galactosyl resi-
due [4]. Although during the past few years biochem-
ical evidence for ectoglycosyltransferases has been
accumulating (for review see [S]), few reports con-
cerned ectofucosyltransferases and their possible in-
volvement in the fucosylation of the membrane com-
ponents [6,7].

Themethodology we developed to prove the presence
of ectoglycosyltransferases [8—10] has been applied,
in this work. to detect ectofucosyltransferases on whoie
Iymphocytes avoiding the causes of errors pointed out
by Keenan and Morré [11]. These ectofucosyltransfer-
ases are able to transfer fucose to low molecular weight
acceptors and to their nearby membranous acceptors.

Abbreviation. GDP-Fuc, guanosine diphospho-L-fucose.
Enzyme. fi-Galactosidase (EC 3.2.1.23).

.

However, this transfer reaction is not possible with
macromolecular acceptors contrary to observations
with intraceliular enzymes. In addition, using different
tvpes of low molecular weight acceptors and the
selective inhibition of the galactoside fucosyltrans-
ferase by N-ethylmaleimide [12] we demonstrated the
presence of two ectofucosyltransferase activities: a
GDP-fucose : galactoside fucosyltransferase and a
GDP-fucose : N-acetylglucosaminide  fucosyltrans-
ferase.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

All reagents were of analytical grade. All sugars
were of the b configuration except the L-fucose. GDP-
{**Clfucose (specific activity 89 Ci;mol) was obtained
from the Radicchemical Centre (Amersham, England).
L-Fucose, p-galactose, GMP, GDP, UMP, N-ethyl-
maleimide and fetuin were purchased from Sigma
(St Louis, U.S.A.). f-Galactosidase from Jack bean
was a gift from Dr G. Spik. Di-N-acetylchitobiose was
obtained from I'Industrie Biologique Francaise (Clichy,
France).

Prepairation of Cells and Homogenate

Spleen Iymphocytes were prepared from six-week-
old Wistar rats as previously described [8]. Homo-
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genates were prepared from a lymphocyte suspension
(6 x 108 cells/m)) in a cooled Potter-Elvejhem appara-
tus (3 x 10 strokes at 1250 rev./min).

Preparation of Macromolecular Acceptors

Fetuin was desialylated by mild acid hydrolysis
(0.005 M H,SO4, 100°C, 30 min). The asialofetuin
was further treated with f-galactosidase purified from
Jack bean and the enzyme was removed by passing
through a column of Ultrogel AcA-44. Effective de-
sialylation (complete) and degalactosylation (about
509 galactosyl residues removed) were checked by
gas-liquid chromatography.

Standard Fucosyltransferase Assays

The incubation mixture contained 0.1 M sodium
cacodylate pH 7.4, 0.154 M NaCl, 2mM MgCl,
1 mM fucose, S mM UMP, and 5uM GDP-[**C]-
fucose i.e. an average value of 200 countsx min~'
x pmol~L For a final volume of 100 pl, a standard
assay solution contained 3x 107 cells and 1 mg of
acceptors. Incubation was at 30 °C for 10 min.

Analysis of [Y*C]Fucose Incorporated on Cells
and on Macromolecular Acceptors

After incubation, cells were separated from exo-
genous macromolecular acceptors by low-speed cen-
trifugation before acid precipitation. As we had ob-
served adsorption of labelled GDP-fucose on cells and
macromolecular acceptors (about one-third of the en-

_zymatically incorporated radioactivity) when direct ad-
dition of trichloroacetic acid or phosphotungstic acid
had been used, we developed a procedure to eliminate
this background radioactivity. After separation, cells or
macromolecular acceptors were first diluted 25 times
with cold 0.154 M NaCl, precipitated with trichloro-
acetic acid (10 % final) and desorption was completed
by increasing the ionic strength using NaCl to give
a final concentration of 2 M. The acid-precipitable
material was collected on a glass fibre filter (Whatman
GF 83) and extensively washed with 59 trichloro-
acetic acid and then with cold ethanol. The radio-
activity was determined by counting in scintillation
liquid. In these conditions, adsorption was reduced
to less than 19] of the enzymatically incorporated

(o]
label as illustrated in Fig. 1.

Analysis of [ C]Fucose Incorporated
into Glycoproteins or Giveolipids

. Glycolipids were extracted from the acid-precipi-
table material by solubtlization in chloroform metha-
nol mixture as described by Patt and Grimes [{13] for
cell surface glycolipids and glycoproteins. Following
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Ectoglycosyltransferases
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Fig. 1. Kinetic studies of the transfer of [**C]fucose to the cells from
GDP-[**C [fucose and concomitant analysis of nucleotide sugar de-
gradation. Incubations were performed in the standard conditicns
at 30°C with 3x 107 cells in a final volume of 160 pl, in the caco-
dylate/NaCl/MgCl, buffer pH 7.4 containing 5uM GDP-{**C}-
fucose, SmM UMP and 1 mM fucose. (A) Total radioactivity
bound to the cells after trichloroacetic acid precipitation (@-——&).
(B) Radioactivity bound to the cells after desorption of radicactive
precursors by high saline treatment and washings as indicated under
Materials and Methods (O-——0). (B) GDP-Fuc integrity (@——@&).
fucose 1-phosphate (A——A4A) and appearance of free fucose (C——O)

incubations, cells were precipitated as described above.
The precipitated material was collected by centrifu-
gation and the pellet was washed twice with 5°, tri-
chloroacetic acid and then by successive additicn of
water until the supernatant contained less than 100
counts x min !, The washed pellet was extracted three
times with 2 ml of chloroform/methanol (2/1} and the
extractions were pooled and dried in scintillation viais
for counting. The extracted pellet was suspended in
I ml of 1 M NH;OH and heated to 70°C overnighi.
Proteins sclubilized by this procedure were transferred
to scintillation vials and counted.

Analysis of ['*C ] Fucose Incorporated
in Low Molecular Weight Acceptors
and of the Precursor Degradation Products

When low molecular weight acceptors were used.
fucosylated products were separated from precursor
and precursor degradation products (GDP-['"*Cifu-
cose, [*Clfucose I-phosphate and ["*C]fucose) by paper
chromatography in the following solvent [14]: ethyl
acetate pyridine/glacial acctic acid,water (351 3).
Fucosylated acceptors were further eluted {ree of de-
gradation products and chromatographed together
with unlabelled sugars.
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Fig. 2. Effect of the cell concentration on the transfer of [**C Jfucose

to the cells from GDP-[**CJfucose and concomitant analysis of

nucleotide sugar degradation. Incubations were performed at 30°C
for 10 min in the cacodylate/NaCl/MgCl, buffer pH 7.4, con-
taining § uM GDP-["*C}fucose, 5 mM UMP and 1t mM fucose in
a final volume of 100 pl. (A) Transfer of radioactive fucose to the
cells (O——0). (B) GDP-fucose integrity (§—— &), fucose 1-phos-
phate (A-——a) and appearance of free fucose (0——Q)

RESULTS AND DISCUSSION

Determination of the Conditions for Measurement
of Ectofucosyltransferase Activities

In our previous studies on ectoglycosyltransferases
[8—10], we pointed out that precursor degradation
by plasma membrane nucleotide-pyrophosphatase(s)
and phosphatase(s) leads to the formation of labelled
free sugar which may enter the cells and contribute
to a non-enzymatic label of these cells. To measure a
real enzymatic glycosylation of the plasma membrane
acceptors from nucleotide sugars, the formation and
entry of free radioactive sugar have to be reduced to
a negligible level. For incubation with whole cells this
can be achieved by addition of nucleoside monophos-
phates {15], phloridzin and an excess of unlabelled
sugar. In the case of fucosyltransferase, we determined
that the UMP concentration had to be raised to 5 mM
to inhibit the degradation of GDP-fucose without
affecting the transfer activity. Furthermore, the ad-
dition of UMP lowered the amount of free fucose
generated during the incubation to less than 107, of
the input radioactivity in standard conditions. In
addition, a 1000-fold excess of unlabelled fucose
(1 mM) was sufficient, without any need for phloridzin,
to reduce the entry of labelled fucose into the cells to
less than 0.1°, of the extracellular radioactive fucose.

Taking these conditions into account, we studied
the optimal cell concentration for the measurement
of the ectofucosyltransferase activity with suspensions
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Fig. 3. Kinetic studies of the transfer of [**C]fucose to the cells from
GDP-[**C[fucose. Incubations were performed in the standard
conditions at 30°C with a final concentration of 3x 108 cells'ml
in the cacodylate/NaCliMgCl, buffer pH 7.4 with S mM UMP and
1 mM fucose, in a final volume of 100 ul containing 0.5 nM of
GDP-["*C]fucose. -Arrows indicate new additions of 0.5 8M of
GDP-['*C]JFuc after 5 and 10 min

of intact lymphocytes. Fig.2 shows that, up to 3.10%
cells/ml, the radioactivity bound to the cells was
proportional to the number of cells i.e. the enzyme
concentration. As, in this concentration range, no
significant amount of {ree radioactive fucose was form-
ed during the 10-min reaction, the GDP-[**C]fucose
was the only donor of fucose indicating a fucosyltrans-
ferase activity exhibited by whole cells. At cell con-
centrations higher than 3.10° cells/ml, the transfer
reaction was still observed but the degradation of
GDP-[**C]fucose led to a decrease of the slope. In the
further assays, cell concentration was adjusted to
3.10% cells/ml.

Kinetic Studies of the Ectofucosyliransferase Reaction

Fig. 1A shows the time dependence of the ecto-
fucosyliransferase activity. The transfer reaction
reached a plateau after 5 min of incubation although
the precursor integrity was preserved far over this time
(Fig. 1B). This result could be explained if either the
enzyme was no longer active or if there were no more
membranous acceptors available after this reaction
period. However, experiments described in Fig.3
indicate that when further precursor was added after
5 min, the reaction started again with the same initial
velocity to reach a plateau which could be again over-
come by a new addition of precursor. Consequently,
neither the inactivation of the enzyme nor the lack of
acceptors can explain the plateau of the reaction after
S min of incubation. The kinetics of the reaction rather
indicate that an inhibitor was produced during the
reaction and that it could be displaced by the sub-
strate. I"ig. 4 shows that GDP, a product of the transfer
reaction, exhibited an inhibitory effect and is 1000-
times more effective than GMP. This fact is in a good
agreement with studies of Bella and Kim {16} who
proved that GDP is a competitive inhibitor of sofu-
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Fig. 5. Effect of the GDP-[*C Jfucose concentration on the transfer
of [V*C[fucose to the cells. Incubations were performed at 30°C
for 10 min with 3x 107 cells in a final volume of 100 pl. in the
cacodylate/NaCl:-MgCl, butfer pH 7.4 containing SmM UMP,
1 mM fucose and increasing concentrations of GDP-[*C]fucose

bilized intestinal fucosyliransferase. Consequently,
the plateau we obtained in kinetic studies of ecio-
fucosyltransferase could be explained by a retro-
inhibition by the GDP produced during the reaction.

Maximal incorporation (around 1000 counts
xmin~') of fucosyl residucs in the membranous
acceptors could be obtained for an input of 1.5 nM
of GDP-["*C]fucose per 3 x 107 cells (Fig.5). These
conditions led to an estimate of 100000 newly bound
fucosyl residues per cell. These fucosyl residues were
bound to glycolipids and glycoproteins in an average
proportion of 407, and 60", respectively as measured
after chloroform/methanol extraction of the total
acid-precipitable material.

Ectoglycosyltransferases
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Fig. 6. Fucosyltransferase activity as a function ¢f the perceniage of
broken cells present in an incubation. Incubations were performed
at 30°C for 10 min in the cacodylate/NaCl/MgCl; buffer pH 7.4
containing 10 pM GDP-[**Clfucose, 5 mM UMP and 1 mM fucose.
Mixtures of known proportion of intact and broken cells were
added to the incubation medium. In the experiment 929, of the
stock suspension of cells excluded tiypan blue (arrow). (A) In-
corporation of radioactive fucose on endogenous acceptors (O--—Q).
(B) Incoporation of radioactive fucose on asialofetuin (8§-——)
and asialo-agalactofetuin (@ --—-@). Each assay contained I g of
exogenous macromolecular acceptor

Evidence for Ectofucosyliransferase Activities

By aveiding errors due to precursor l‘ljy/di'o}}"sis.
the above experiments define the optimal conditions
for measuring fucosyltransferase activities in incu-
bations with whole cells. However, the assignment of
the fucosyltransferase activity to ectoenzyme is com-
plicated by the presence of a certain percentage of
broken cells. To determine whether the measured
activities were due to broken cells. mixtures containing
definite proportions of intact and broken cells were
incubated with GDP-["*C]Jfucose as recommended by
Struck and Lennarz [17]. Fig.6A shows that the
radioactivity bound to endogenous acceptors de-
creased whiie the proportion of broken cells increased.
This phenomenon cannot be accounted for by an
increased degradation of precursor by broken cells
as was revealcd by the GDP-fucose integrity checked
after incubation. This reduced incorporation of fucossi
residues by broken cells is under investigation and
appears, up to now. to be a similar phenomenon 1o
the one we observed in the case of ectosialyliranster:
[18]. Whatever the case may be, it is important that

o
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Fig. 7. Chromatography of the prodicts of a transfer reaction of radio-
active fucose from GDP-[1*C [fucase to low.molecular weight aceep-
tors. Whole cells incubations were performed at 30 °C for 10 min
in the cacodylate/NaCl'MgCly buffer pH 7.4 containing 10 uM
GDP-['*Clfucose and 5 mM UMP. After incubation. cells and
acceptors were separated by low-speed centrifugation and the
superpatant was submitied to paper chromatography in the fol-
lowing solvent: pyridine ethyl acetate acetic acid/ water (5:51;3).
(A) 1 mg of galactose was added 1o the incubation medium without
(O-——0) or with 3 mM N-ethylmaleimide (@—---@). (B) 1 mg of
di-N-acetylchitobiose was added to the incubation medium without
(O—-~0) or with 5 mM N-ethylmaleimide (® -——@). Gal. galac-
tose; Fuc, fucose: Fuc-1-P. fucose I-phosphate: Fue-Gal. fucosy!
galactose

extrapolation to 1007, intact cells reveals a significant
ectofucosyltransferase activity.

Study of the Fucosylation of Macromolecular Acceptors
) 0, A /

To distinguish between GDP-fucose : galactoside
fucosyliransferase and GDP-fucose : N-acetylglucos-
aminide fucosyltransferase activities. the use of exo-
genous acceptors is required. Asialofetuin and asialo-
agalactofetuin are useful to demonstrate these two
activities as were shown by Jabbal and Schachter [19].
These two macromolecules are good acceptors for
mtracellular enzymes as shown by the transfer of
["*CJfucosyl residues catalyzed by cell homogenate
(Fig. 6B: 100", broken cells). However. extrapolation
to zero percent broken cells indicates no detectable
ectofucosyltransferase activities measured with these
macromolecular acceptors. As has been postulated
for ectosialvltransferase [10]. ectofucosyltransierase
could be rather buried in the membrane and its accessi-
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Fig. 8. Fucosyvltransferase activity measured with low-molecuiar-
weight acceptors as a function of the percentage of hrokeir cells
present in an incubation. Incubations were performed at 30 C for
10 min in the cacodylate NaCl/MgCly buifer pH 7.4 containing
10 uM GDP-["Clfucose and 5 mM UMP. Mixtures of known
proportions of intact and broken cells were added to the incubation
medium. In this experiment 94°, of the stock suspension of cells
excluded trypan blue (arrow). Each assav contained 1mg of
galactose (M——H) or di-N-acetylchitobiose (@—---@)

“bility to exogenous acceptors restricted to those of

low molecular weight.

Fucosylation of Low-Molecular-Weight Acceptors
to Reveal Two Ectofucosyltransferase Activities

A comparative study of the incorporation of ['*C]-
fucosyl residues in low-molecular-weight acceprors
required a simple separation proccdure to avoid any
loss of material. Galactose and di- N-acetylchitobiose
were chosen as acceptors since their fucosylated deriva-
tives separate well from precursor degradation prod-
ucts in the one-dimensional paper chromatography
system described above (see Fig. 7). By this procedure.
such a comparative study of the transfer activity in
incubaticn mixtures containing various proportions
of intact and broken cells (Fig. 8) indicates that whole
cells (extrapoiation to zero percent broken cells) exhibit
ectofucosyltransferase activities toward low molecular
weight acceptors. In addition, this data shows that
lymphocytes possess both fucosvltransferasc activities
on their outer surface: galactoside fucosyliransferase
and N-acetylglucosaminide fucosyltransferase activi-
ties. It has been recently shown. in the case of plasma
fucosyltransferases [12] that inhibition by N-cthvl-
maleimide could be used to distinguish between these
two activities since the galactoside fucosyltransierase
is the only one affected by N-ethylmaleimide. Prelimi-
nary studies indicate that. in our case. optimal inhi-
bitton was obtained in the presence of 3 mM N-cthi-
malemmide in the incubauon medium. Fig. 7 shows the



chromatographic pattern of ['*C]fucose-labelled prod-
ucts obtained after whole cell incubation with GDP-
[**C]fucose in standard conditions with either galac-
tose (Fig.7A) or di-N-acetylchitobiose (Fig.7B) as
acceptors and measured with or without 5mM N-
ethylmaleimide. It reveals that N-ethylmaleimide com-
pletely abolishes the transfer of fucosyl residues to
galactose but it only partially affects the transfer on
N-acetylglucosaminyl residues (20 °/ inhibition). These
results confirm for ectofucosyltransferases the ob-
servations of Chou et al. [12] with plasma fucosyl-
transferases, and, moreover, enable us to conclude
that the rat spleen lymphocytes possess the two fuco-
syltransferase activities on their outer surface.

CONCLUSION

Taking into account the misleading effects of
precursor hydrolysis, of free sugar entry into the celi
and of contamination by broken cells, our results
clearly prove that ectofucosyltransferase activities are
present on intact lymphocytes. These ectofucosyltrans-
ferases are able to transfer fucose from GDP-fucose
to endogenous membranous glycolipid and glyco-
protein acceptors to the extent of 100000 fucosyl
residues per cell as estimated by the specific radio-
activity of [**CJfucose. This number is in the range
that has been observed for ectogalactosyltransferase [9]
and for ectosialyltransferase [18]. However, these ecto-
fucosyltransferases are not able to transfer fucosyl
residues to macromolecular exogenous acceptors al-
though the lymphocyte possesses intracellular en-
zymes which are capable of doing so. This property
may indicate that enzymes of the cell surface and of
the intracellular membranes are different, but it may
also be the case that the same enzyme is in different
environments on cytomembranes and on plasma
membranes. This peculiar property has already been
observed for ectosialyltransferase [10] but not for
ectogalactosyltransferase {8].

As the occurrence of two fucosyltransferases in
microsomal membranes has been well defined [4.19],
it was worthwhile examining whether these two activi-
ties could be recovered on the plasma membrane.
As the use of different macromolecular acceptors was
not possible in our case, our investigation was re-
stricted to low molecular weight acceptors. We chose
‘galactose and di-N-acetylchitobiose to demonstrate
the GDP-fucose: galactoside fucosyltransferase and
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GPD-fucose : N-acetylglucosaminide  fucosyltrans-
ferase activitics respectively. To distinguish these two
activities we used the selective inhibition of the
galactoside fucosyltransferase observed with N-ethyl-
maleimide. The results prove the presence of the two
ectofucosyltransferase activities on the outer surface
of rat lymphocytes.
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V — CONCLUSIONS GENERALES

Nos recherches sur les ectoglycosyltransférases nous ont permis
de mettre en 8vidence, sans ambiguité, des activités ectogalactosyls, ecto-
sialyl- et ectofucosyltransférasiques & la surface des lymphocytes spléniques
de Rat. Cette &tude a 3té réalisée avec des cellules entiéres et en tenant
compte.des causes d'erreurs suivantes :

1 : phagocytose de l'accepteur exogéne qui conduit & une glyco-
sylation de l'accepteur par les glycoéyltransférases intracellulaires;

2 : hydrolyse du précurseur par les ectopyrophosphatases qui
aboutit 3 la lib&ration de sucre libre radioactif entrant dans la cellule.
La radioactivité liée aux cellules est dans ce cas sans rapport avec une
activité de transfert ;

3 : présence dans la suspension cellulaire d'un faible pourcen-
tage de cellules cassées qui libé&rent dans le milieu d'incubation des enzymes
solubles ou associés a des membranes intracellulaires pouvant Etre respon—
sables de toute 1l‘'activité mesurée.

La réponse & ces trois objections a nécessité la mise au point
d'une méthodologie fondée sur

1 : 1l'utilisation d'accepteurs exog@nes branchés sur des billes
de Sépharose plus grosses que les cellules elles~mémes. Ainsi, est &liminée
la premiére cause d'erreur ;

2 : le blocage de 1'entrée de sucre libre radiocactif dans la
cellule par la présence de phloridzine et d'un excés du monosaccharide non
radioactif d'ume part, et par 1'inhibition de (s) ectopyrophosphatase {(s) et
ectophosphatase (s) dégradant les glycosyl-nuclZotides par les nucleosides
5'-monophosphates d'autre part. Ces précautions éliminent la seconde cause
d'erreur ;

3 : la détermination de l'incorporation d'une suspension de cellu-
les entiéres {(dont le pourcentage de cellules cassées est mesuré par la
méthode du Bleu Trypan) et de mélanges contenant des proportions connues de
cellules entiéres et de cellules cassées. L'extrapolation de ces valeurs i
0 % de cellules cassées permet de connaltre l'activité ectoenzymatique en
répondant 3 la troisiéme objection.

Cette mBthodolegie appliquée aux lymphocytes spléniques de Rat a
donné les résultats qui peuvent €tre résumés de la maniére suivante :

1 - L'ectogalactosyltransférase est capable de transférer des

résidus de galactose d partir de 1'UDP—-Gal sur des accepteurs exogénes
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insolubilisé&s, dans un processus de transglycosylation ce qui suggére une
position externe de 1'enzyme & la surface de la cellule. Cet enzyme est éga-
lement capable de transférer 3 x 104 résidus galactosyl par cellule sur

les accepteurs membranaires en position suffisamment externe pour qu'ils
soient reconnus par une lectine spécifique. Ce fait est bien démontré par
1'agglutination des lymphocytes 'galactosylés" par 1'agglutinine du Soja
alors que les lymphocytes normaux ne le sont pas. Cette agglutination suggére
également que les résidus galactosyl sont branchés en position/?sur les
accepteurs membranaires.

2 - L'ectosialyltransférase est capable de transférer des résidus

d'acide sialique a partir de CMP-NeuNAc sur des accepteurs exogénes {(gly-
copeptidique ou oligosaccharidique) de faible masse moléculaire alors qu'elle
est incapable de le faire sur des accepteurs macromoléculaires. Cette pro-
priété particulieére de 1l'ectosialyltransférase permet de la distinguer des
sialyltransférases intracellulaires qui sont capables de sialyler avec une
méme efficacité un accepteur macromoléculaire et un accepteur de faible masse
moléculaire. Le fait que le transfert de résidus sialyl se produise é&gale-
ment sur les accepteurs endogénes semble indiquer que 1'enzyme est profon-
dément enfoui dans la membrane et n'est capable de transférer des résidus
d'acide sialique aux accepteurs membranaires que dans un processus de cis-
glycosylation, tandis que le processus de transglycosylation n'est possible
que quand la taille de l'accepteur est assez réduite pour atteindre le site
actif de 1'enzyme.

3 - Pour 1'ectofucosyltransférase 1'emploi de galactose et de di

N-acétylchitobiose comme accepteurs exogénes a permis de détecter deux acti-
vités ectofucosyltransférasiques : une activité GDP-fucose : galactoside
fucosyltransférasique spécifiquement inhib&e par la N-éthylmaléimide et une
activité GDP fucose : N-acétylglucosaminide fucosyltransférasique. Ces deux
ectofucosyltransférases sont capables de brancher des résidus fucosyl sur
des accepteurs de faible masse moléculaire alors qu'elles sont inéfficaces
sur des accepteufs macromoléculaires. Le transfert de r&sidus fucosyl sur
les accepteurs membranaires suggére que ces enzymes sont comme l'ectosialyl-
transférase profondément enfouis dans la membrane et sont capables de cata-
lyser des réactions de cis-glycosylation tandis que le processus de trans-
glycosylation n'est possible que quand la taille de 1l'accepteur est faible.
De plus ces deux activités sont inhib&es par de faibles concentrationc en

GDP.
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4 -~ Lors de 1'étude de l'ectosialyltransférase nous avons remar-
qué que contrairement aux observations faites avec la galactosyltransférase,
les cellules entiéres ont une activité plus élevée que celle mesurée avec
1'homogénat. Ce phénoméne &tant d'ailleurs retrouvé avec la fucosyltransfé-
rase. L'isolement et la caractérisation du facteur inhibiteur de 1l'ectosia-
lyltransférase nous a conduit & montrer 1'existence d'une cause d'erreur
trés importante et non encore suspectée dans la détection des ectoglycosyl-
transférases. Il s'agit de la libération de CMP-NeuNAc intracellulaire par
les cellules cassées qui conduisant 3 une baisse de la radioactivitd spéci~
fique du précurseur, provoque la chute de la radiocactivité liée aux accepteur:
endogénes.

Si 1'on revient maintenant a4 1'expérience de la mesure des acti-
vités glycosyltransférasiques en fonction du pourcentage de cellules cassées,
il est important de noter que la radioactivité spécifique du précurseur varie
d chaque point de la courbe, c'est-a-dire que 1'activité glycosyltransféra-—
sique exprimée en nombre de ré&sidus de monosaccharide radioactif incorporés
(cpm) ne refléte pas la véritable activité qui doit 8tre exprimée en picoMoles
de monosaccharide incorporé. Donc chaque point de la courbe doit &tre corrigé
en tenant compte du précurseur endogéne relaché par les cellules. Comme ce
facteur correctif augmente en méme temps que le pourcentage de cellules
cassées, les points corrigés pourraient domnner naissance & upe courbe qui
s'extrapole & zéro. Ceci remet en question l'existence méme des ectoglyco-
syltransférases. Nous avons donc mis au point un nouveau procédé de détec—
tion des activités ectoglycosyltransférasiquesqui tient compte

3
cette cause d'erreur supplémentaire c'est-a-dire la libération de précurseur

T
(@]
18
P
“or
(i)

endogéne et de la libération d'activité enzymatique intracellulaire.
méthode est fondée sur la mesure de l'accroissement d'activité glycosyltrans-—
férasique apportée par des cellules entilres, lorsque celle—ci est mesurée
en présence d'une quantité quasi-constante d'homogénat c'est-i-dire I wéme
dilution isotopique du précurseur ; dans un deuxidme temps on détermine si
cet accroissement d'activité apporté par les cellules entidres n'est dl qu'a
la présence d'ectoaccepteurs ou si elle résulte de l'activité ectoenzymatique.
L'application de cette technique nous a permis de confirmer la
présence d'une ectosialyltransférase et d'accepteurs d'acide N-acétylneura-
minique sur la membrane lymphocytaire. Cette cause d'erreur n'dtant pas soup-
gonnée lors de nos &tudes de 1l'ectogalactosyl- et 1l'ectofucosyltransférases
nous incluons maintenant 1'application de cette nouvelle méthode 3 la détec~
tion des activités ectogalactosyltransférasique et ectofucosyltransfirasicue

respectivement (figures 17 et 18). Dans les deux cas 1'extrapolation finaie
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Figure 17 :

Détection de l'activité ectogalactosyltransiérasique mesurée sur les
accepteurs endogénes en tenant compte d'une &ventuelle libération
d'UDp-Gal intracellp}aire.

A Incorporation de {!"c}Gal sur les accepteurs endogénes en utilisant
un mélange de cellules cassées avec des quantités croissantes de cel-
lules entiéres. En absdsse 1'gchelle supérieure indique le Vo]ume de

la suspension cellulaire (510" cellules/ml ) utilis&e (0 & 451).

Ces cellules sont incubZes gn présence de 20/}1 a, 35/1:b, 50/ 1:c

et 651 d d' homogenat (510° cellules /ml . Dans cette cxpérience 10 %
de la suspension cellulaire se colore par le Bleu Trypan. L'échelle
inférieure de 1l'abscisse indique la quantité totale de cellules cassées
dans 1'incubat de 1204 1. Les valeurs a, b, ¢ et d indiquent la quan-
tité de {!%c} Gal 1ncorpore quand 40,5 #1 de cellules entiéres sont
incubds aved 24,5 3 39,5 5 54,5 ou 59 541 d'homogénat.

B Correction pour des dilutions sotrplques identiques du {1“C}021§
incorporé sur lcs cellules entiére .

~C  Extrapolation finale. .
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Figure 18 :

Détection de l'activité ectofucosyltransférasique mesurée sur les
accepteurs endogénes en tenant compte de la lib&ration de GDP-fucose
intracellulaire.

A Incorporation de {1%C} Fuc sur les accepteurs endogénes en utilisant
un mélange de cellules cassées avec des quantités croissantes de cel-
lules entidres. En abscisse 1)échelle supérieure indique le volume de
la suspension cellulaire (310" cellules/ml) utilisée (0 a Aijl). Ces
cellules sont incubées ep présence de 200 lia, 354 1:h, 50}/116 et
6541 d d'homogénat (310 ceilules/ml). Dans cette expérience 10 7 de
la suspension cellulaire se colore au Bleu Trypan. L'échelle infé-
rieure de 1'abscisse indique la gquantit@ totale de cellules cassées

dans 1'incubation de 1204 1. Les valeurs a, b, c, d indiquent la quan-
tité de {!"C}Fuc incorporé quand 40,541 de cellules entiéres sont
incub&es avec 24,5 3 39,5 ; 34,5 ou 69,?//1 d'homogénat,

B Correction pour des dilutions isctopiques identiques du {!*c}7u
incorporé dans les cellules entigres.
C Extrapolation finale.
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nous confirme la présence d'ectoenzymes et d'accepteurs membranaires. Il
faut cependant remarquer que contrairement 3 la sialyl-et & la fucosyltrans-
férase, les facteurs de correction isotopique pour la galactosyltransférase
ont une valeur constante (proche de 1) ce qui signifie que dans ce cas, la
libération d'UDPGal par les cellules cassées est négligeable par rapport

4 la concentration en précurseur utilisée pour la mesure.

Dans la figure 19, nous avons tenté de résumer et d'expliquer
le comportement des activités sialyl-et fucosyltransférasiques sur les ac~
cepteurs endogénes (figure 19A), sur les accepteurs exogénes macromolécu-
laires (figure 19B et sur les accepteurs exogénes de faible masse moléculaire
(figure 19C) en fonction du pourcentage de cellules cassées présent dans le
milieu d'incubation. L'étude de ce comportement suggére que pour chacun des
deux enzymes la localisation de l'activit@ se fait dans deux compartiments
cellulaires séparés, c'est-i-dire que 1'enzyme d'un compartiment est inca-
pable de glycosyler les accepteurs de l'autre compartiment. Ces compartimenta
qui sont d'une part la membrane plasmique et d'autre part les membranes in—
tracellulaires peuvent &tre distingués par les caractéristiques enzymatiques
suivantes :

1 : la sensibilité & la dilution isotopique lorsque 1'on homogé-
néise les cellules ;

2 : la capacité de glycosyler les accepteurs macromcléculaires
et ceux de faible masse moléculaire ;

3 : la richesse en accepteurs endogénes.

Les activités glycosyltransférasiques du compartiment correspon=
dant & la membrane plasmique sont d'une part trés sensibles 3 la dilutlion
isotopique et l'environnement de 1'enzyme ne lui permet que le transfert sur
des accepteurs exogénes de faible masse moléculaire & 1l'exclusion des accep-
teurs exogénes macromoléculaires, d'autre part ces mewbranes sont riches en
accepteurs endogénes.

Le second compartiment qui correspond aux membranes intracellu-
laires est pauvre en accepteurs endogénes, les activités enzymatiques sont
peu sensibles & la dilution isotopique (les concentrations locales en CMP-
NeuNAc.et GDP~Fuc reste constante) et 1l'environnement des enzymes leur per-
met le transfert sur les accepteurs exogénes macromoléculaires aussi bien
que sur ceux de faible masse moléculaire,

Pour l'ectogalactosyltransférase 1'extrapolation finale de lia

figure 17 montre que la radioactivité incorporée par les cellules entiBdres
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Figure 19 :

Schéma récapitulatif du comportement des activités sialyl et fucosyl-
transférasiquesen fonction du pourcentage de cellules cassées sur
les accepteurs endogénes (A), sur les accepteurs exogénes macromolé-

cellules cassees

100

culaires (B) et sur les accepteurs exogénes de faible masse moléculaire
(C). Les deux compartiments sont d'une part la membrane plasmigue qui
agit par ses ectoenzymes (-) et d'autre part les membranes intraceilu-
laires qui agissent par leur glycosyltransférases (-¢-). La somme des
deux activités donne la courbe cbservée ( )

lsese ).
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est indépendante de la quantité d'homogénat en présence de laquelle 1'incu-
bation est réalisée. Ceci suggére &galement pour cet enzyme deux comparti-
ments séparés : celui qui correspond # la membrane plasmique et celui qui
correspond aux cytomembranes.

I1 apparait donc que pour les trois enzymes é&tudiés on observe
une localisation de leur activité dans deux compartiments cellulaires, deux
rbles différents peuvent donc leur €tre attribuds : le compartiment intra-
cellulaire serait responsable de la biosynthése du glycanne, et la membrane
plasmique serait responsable gridce & ses ectoglycosyltransférases de la
réparation de ces structures apré&s leur intégration dans la membrane de

" de la cellule avec son environnement ne goit

maniére & ce que le "dialogue
pas interrompu par la disparition des sucres terminaux des glycoconjugués
membranaires. En outre la galactosyltraﬁsférase s'est révélée le saul enzyme
capable de transglycosylation. A cet &gard il faut noter que c'est souvent
cet enzyme qui est impliqué plus ou moins clairement dans les phénomEnes

de reconnaissance cellulaire.



APPENDICE TECHNIQUE
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Nous décrirons ici les techniques que nous avons mises au poiunt

et qui ne sont pas détaillées dans les différents articles.

I - LE MATERIEL BIOLOGIQUE : LES LYMPHOCYTES SPLENIQUES DE RAT

A -~ PREPARATION

Les lymphocytes spléniques ont &té préparés & partir de Rats
Wistar 8gés de 6 semaines suivant la méthode de LAMONT et al. (416). Toutes
les opérations s'effectuent d 4° C. La rate est dilacérée dans un tampon
de pH 7,4 (cacodylate de sodium 0,1 M, Nacl 0,154 M). Aprés filtration sur
gaze la suspension est centrifugée & 500 g pendant 7 min. Le culot est dé-
barrassé des hématies par ume hémolyse de 3 min. dans la solution suivante

ajustée 3 pH 7,4 : NH,cl 0,154 M, EDTA 0,1M, KHCO, 0,01 M en présence de

4 3
10 7 de sérum de veau foetal (NOVOGRODSKY : communication personnelle).
Aprés une nouvelle filtration sur gaze, la suspension est centrifugée &
500 g pendant 7 min. et le culot est relavé avec le tampon cacodylate de
sodium ci-dessus. Les lymphocytes sont ensuite remis en suspension & la

concentration utilisée dans ce méme tampon.

B - COMPTAGE ET MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE

Les lymphocytes sont comptés aprds dilution au 1/100&me de la
solution~stock grace 3 une cellule & numération de Malassez. Pour la mesure
de la viabilité, le comptage est effectué en présence d'une solution de Bleu
Trypan (0,5 g % ml d'une solution de NaCl 0,85 7) diluée au 1/208me dans la
suspension cellulaire. Le pourcentage de cellules colorées indique le pour-
centage de cellules non viables. Cette mesure est effectuée avant et aprés
1'incubation. Les suspensions contenant plus de 15 Z de cellules colorées

ne sont pas utilisées pour les expériences d'incorporation.

#
C — MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

De maniére 3 vérifier 1'homogénéité de la préparation cellulaire
des contrdles ont été effectués en microscopie &lectronique d différentes
8tapes de la préparation.

Les culots de lymphocytes sont alors fixés pendant une heure

3#*
Nous remercions Bernard LASSALLE du service du Pr BOILLY d'avoir bien

voulu effectuer pour nous les contrdles en microscopie électromique.
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par la glutaraldéhyde & 2,5 7 dans un tampon cacodylate de sodium 0,06 M
pH 7,4, Aprés lavage dans le tampon précédent, les piéceé sont post—-fixées
pendant 1,5 h 3 4° C par le tétroxyde d'osmium (solution & 1 % dans le

méme tampon). Aprés lavage dans le tampon cacodylate 0,1 M, NaCl 0,154 M
pH 7,4, les culots sont imprégnés dans des solutions aqueuses d'acétone

50 % (V/V) 2 fois 5 min. ; 70 % (V/V) 2 fois 8 min. ; 90 Z (V/V) 2 fois

15 min. ; puls acétone pur 2 fois 30 min. Aprés imprégnation pendant 1,5 h
dans une solution d'araldite dans l'acétone, les culots sont inclus dans
1'araldite pure,coupés, et contrastés par 1'acétate d'uranyl en solution
alcoolique et par les sels de plomb.

La figure 20 montre les images obtenues dans ces conditions. Avant
1'étape d'hémolyse, la population est trés hétérogéne, on distingue outre
des globules rouges, des plaquettes, des macrophages et des leucocytes
(Fig. 20a). Aprés hémolyse 95 7 de la population cellulaire est constitude
de lymphoeytes (Fig. 20 b). La morphologie est bien conservée (Fig. 20 ¢)

en particulier la membrane cellulaire n'est pas 1ésée (Fig. 20 d).

IT - PREPARATION DE LA GLYCOPHCORINE ET DE SES GLYCOPEPTIDES

A - PREPARATION ET CONTROLE DE LA PURETE

La glycophorine a été extraite d'hématies humaines orh"  en deux
&tapes. Aprés la préparation des membranes réalisée par la mé&thode de DODGE
et al. (417), les membranes sont dissoutes dans une solution de 9dijodosa-
licylate de lithium (LIS) et la glycophorine est extraite par le mélange
phénol-eau suivant la méthode de MARCHESI et ANDREWS (418). La purification
s'effectue sur colonne de phosphocellulose P 11 (Whatman).

La pureté de la préparation qui contient 14,7 7 de sucres neutres
et 24,3 7 d'acide sialique a &té contrdlée par &lectrophorése en gel de
polyacrylamide en milieu dématurant (SDS) selon la méthode de NEVILLE (419).
La révélation & 1l'aide de la technique du PAS par la méthode de FAIRBANKS
et al. (420) (voir figure 21) laisse apparaitre 2 bandes principales PAS-1
et PAS-2 correspondant 4 la glycophorine (dimére et monomdre) d'aprés MARTOX

et GARVIN (421) et 2 bandes mineures PAS-3et PAS.4 correspondant d'aprés

*
Cechapitre a 8té& réalis& en collaboration avec Philippe DEBEIRE et les
résultats ont fait l'objet de son D.E.A. soutenu en octobre 1975.

3

Nous remercions Mousieur le Professeur GOUDEMAND Directeur du C.R.T.S. de
Lille pour les hématies qu'il nous a aimablement fournies.
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Figure 20

Observation au microscope é&lectronique de la préparation de lymphocytes
a) avant hémolyse (x 5000), b) aprds hémolyse (x 6000), c) lymphocyte
(x 12000), d) aspect de la membrane lymphocytaire (x 32000).
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Figure 21 :

Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS de la
glycophorine. Le dépdt est de 50/ g et la révélation est effectuée
par la méthode i3 1'acide periodique-Schiff (PAS).

FURTHMAYR et al. ( 422 3 des glycoprotéines mineures de méme composition
glucidique que la glycophorine. Le Tableau VII montre que notre préparation
est peu différente de celle obtenue par d'autres auteurs en particulier pour
sa richesse en acide sialique. Cette propriété ainsi que l'origine membra-
naire de cette glycoprotéine, en fait un accepteur de choix pour &tudier

les sialyltransférases impliquées dans la biosynthé&se de glycoprotéines mem-

branaires.

B - PREPARATION DE L'ASTIALOGLYCOPHORINE

La désialylation s'effectue comme dans le cas des autres glyco-
protéines par hydrolyse acide ménagée par HZSO4 0,01 N,100 ° C durant 30 min.
Dans ces conditions la désialylation compléte est vérifiée aprés méthano-

lyse par chromatographie en phase gazeuse.



TABLEAU VII

RAPPORT CENTESIMAL ET MOLAIRE DE LA COMPCSITION
EN GLUCIDES DE LA GLYCOPHORINE., COMPARAISON DE NOTRE
PREPARATION AVEC CELLE D'AUTRES AUTEURS
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‘Notre préparation

Rapport f
Molaire °
‘pour 3 Man]

(423)

OSAWA (424)

; Gal
f Man
: Fuc
‘ Gle
;GlcNAc;
fGalNAcf
;NeuNAc;

18
3
2
2
9

15

30

9,5 : 13,2

1,6 ' 2,6
0,96 1,2
1,05° 0,3
5,9 6,5
9,7 | 13,5

: 27,2 ¢ 27,8

5,45
10,33
23,6

' D'aprés WINZLER 'D'aprés FUKUDA et 'D'aprés FURTHMAYR'

et al.

(425)

10,8
20,7
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C -~ PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

La glycophorine désialyl&e est soumise & une hydrolyse prenasique
dans une solution d'acétate de calcium 0,01 M selon le procédé de YAMASHINA
et MAKINO (426). Pour 100 mg de glycophorine désialylée, on ajoute 2 mg
de pronase dans 10 ml de la solution d'acétate de calcium. L'hydrolyse
s'effectue durant 48 heures et le pH est maintenu 3 8 par addition de NaOH

0,1 N. La figure 22 montre une chromatographie sur Biogel P6 de 1'hydrolysat

DO 492nm

Vo ) B - VosVi

J €
|

20

e

N
100

" FRACTIONS

Figure 22 :

Chromatographie sur Biogel P de 1'hydrolysat pronasique de la glyco-
phorine désialylée (colonne ge 2 x 50 cm, débit de 10 ml/h,fractions
de 1,5 ml). La présence de glucides dans chaque fractiocn est repirée
par la méthode au phénol sulfurique.

pronasique. Aprés repérage des fractions par la méthode au phénol sulfurique

de DUBOIS et al.: 427) 7 pics sont visibles. Le pic n° 7 contient un glycopeptide dont la
masse moléculaire est d'environ 1000 daltomns et contient un résidu de galac~
tose pour un résidu de N-acétylgalactosamine. La présence de sérine parmi
les amincacides suggére qu'il peut s'agir du glycopeptide dont la structure
a été démontrée par ADAMANY et KATHAN (428):

cal E7122 caiNAce—w Ser
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Ce glycopeptide est utilisé comme accepteur de faible masse

moléculaire de 1'acide N-acétylneuraminique.

II1 - DETERMINATION DE LA RADIOCACTIVITE LIEE AUX ACCEPTEURS EXOGENES

INSOLUBILISES

Quand des accepteurs exogénes insolubilisés sont utilisés, la
séparation entre cellules et accepteurs est réalisée en milieu métrizamide

(Nyegaard and Co) (Fig. 23).

S Lymphocytes
‘ O TV m@. ence80s0e

- Addition de 4 .

volumes de O°O Centrifugation

P . e Lavages Ssur
Metrizamide a 40%,5) 5000g 5min. filtre
¢ ' Accepteur

- Bille de" . O @ - - 000

: O.(cggk‘sépharose 4B

r

ymphocyte

Figure 23 :

Principe de la séparation des cellules et des accepteurs exogénes
_insolubilisés en utilisant la centrifugation en milieu Métrizamide.

L'arrét de la réaction est réalisé en ajoutant 4 volumes de métrizamide
da 40 7. Le milieu posséde alors une concentration finale de 32 7 en métri-
zamide. Cette solution isotomnique a une densité de 1,17 qui est supérieure
4 celle des cellules. Aprés centrifugation & 5000 g pendant 5 min., les
cellules dont la viabilité est vérifiée par 1l'exclusion du Bleu Trypan sont

rassemblées en surface et les billes de Sépharose forment un culot. Les
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cellules sont récupérées grace & une pipette Pasteur,lavées par centrifu-—
gation avec du Nacl 0,154 M puis précipitées et collectées sur filtre en fi-
bre de verre (Whatman GF 83)Les billes de Sépharose sont lavées avec du
Nacl 1,54 M pour éviter l'adsorption du précurseur, transférées sur des
filtres en fibre de verre (Whatman GF 83), lavées abondamment avec du Nacl

1,54 M puis avec de 1'&thanol absolu. Le comptage s'effectue par scintilla-

tion liquide.
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IV - PREPARATION ET MARQUAGE DE LA LECTINE DU SOJA (SBA)

A - ARTICLE VIT : Marquage de 1'agglutinine du Soja par oxydation

au periodate de sodium suivie par une réduction

grice au [3H] borohydrure de sodium

La démonstration de la position externe des résidus galactosyl
incorporés par 1'ectogalactosyltransférase nécessite 1'emploi d'une sounde
qﬁi doit avoir les propriétés suivantes :

~ se lier fortement et spécifiquement aux résidus galactosyl en
position terminale non réductrice ;

- ne pas entrer dans la cellule, c'est-d~dire ne se fixer gu'aux
résidus galactosyl de la membrane plasmique ;

- pouvoir déceler une différence trés faible du taux de résidus
galactosyl membranaires (au moins 30 000) (Nathan SHARON : communication
personnelle ). ) .

La lectine du Soja (SBA) répond & ces trois conditions (voir LIS
et SHARON : 429 ). Le repérage de la lectine peut alors se faire de deux
maniéres : soit par différence entre 1'agglutinabilité des cellules témoins
et des cellules incub&es avec de 1'UDP-Gal soit par mesure de la différence
dans la fixation d'une SBA fortement radioactive sur des lymphocytes témoins
et des lymphocytes incubés avec de 1'UDP-Gal. L'article VII décrit la mé-
thode de marquage utilisé&e pour obtenir une telle lectine.

La SBA est une glycoprotéine dé massé moléculaire de 120 000 dal-
tons (LOTAN et al. : 430) elle est formée de 4 sous-unités possédant chacunc
un glycanne contenant 9 résidus de mannose et 2 résidus de N-ac&tylglucosa-
mide (SHARON et al. : 431). Comme cette molécule est totalement dépourvue
de ponts disulfures et de groupements SH pouvant @tre affectés par 1'oxyda-
tion et la réduction, la méthode la plus simple de marquage consiste en une
oxydation periodique suivie par une réduction des fonctions aldéhydiques

formées par le borohydrure de sodium tritié& B [?%& Na.

%
Cette partie du travail a &té réalisée au Département de Biophysique du
WeizmannInstitute of Science (Rehovot) Isragl, sous la direction du
Professeur Nathan SHARON en collaboration avec Reuben LOTAN et Henri DEBRAY.



Communication

Labeling of Soybean Agglutinin by Oxida-
tion with Sodium Periodate Followed
by Reduction with Sodium
H]Borchydride*
’ (Received for publication, December 2, 1974)
Reusex Lotan, HeNrr DEBRAY,T Monique Cacan,t
RENE CacaN,i AND NATHAN SHARON§

From the Department of Biophysics, The Weizmann
Institute of Science, Rehovot, Israel

SUMMARY

Periodate oxidation of soybean agglutinin, a glycoprotein
lectin, resulted in destruction of up to 5 out of the 9 mannose
residues present in each of its subunits (MW 30,000) without
any loss of hemagglutinating activity. The oxidation did,
however, abolish the interaction of soybean agglutinin with
concanavalin A, as measured by quantitative precipitation.
Reduction with sodium [PPH}borohydride of soybean agglu-
tinin in which 4 out of 9 mannose residues per subunit were
oxidized, afforded a radioactive product which retained full
hemagglutinating activity and was indistinguishable from
the native lectin by gel filtration, gel electrophoresis, and
affinity chromatography. These results establish that the
integrity of the carbohydrate side chain of soybean agglutinin
is not essential for the biological activity of the lectin, and
suggest a general method for the preparation of radioactive
glycoprotein lectins.

Radioactively labeled lectins are being used to an increasing
extent for the study of the molecular architecture of surfaces of
both normal and malignant cells (1, 2). The labeling procedures
used thus far have usually been based on chemical modification
of amino acid side chains, e.g. by icdination with 1 or acetyla-
tion with [MC]- or [*H]acetic anhydride.

Soybean agglutinin is a glvcoprotein lectin, comprised of 4
apparently identical subunits of molecular weight 30,000 (3),
each of which ecarries a carbohydrate side chain consisting of 9
mannose and 2 N-acetyl-v-glucosamine residues (4). Studies on
a glycopeptide isolated from a pronase digest of soybean agglu-
tinin have shown that about half of the mannose and of the
N-acetyl-p-glucosamine residues are susceptible to periodate
oxidation (5). Moreover, soyvbean agglutinin is devoid of S—S
and —SH groups which might be affected by oxidizing and re-
ducing reagents. Soyvbean agglutinin seemed eminently suitable,
therefore, for labeling by periodate oxidation followed by reduc-
tion with sodium {3H!borchydride, provided that the integrity
of the carbohydrate side chain is not essential for the biological
activity of the lectin. As shown in the present communication,

* This study was supported by Grant 370 from the United States-Israel
Binational Science Foundation, the Centre National de la Recherche Sci-
entifique and the Fondution pour ln Recherche Médiculs Frangaise.

T Permanent address, Laboratoire de Chin Biologique, Université
%iiniziences et Techniques de Lille 1, B.P. 36, 59 Villeneuve d’Ascq,

§ Established Investigator of the Chief Scientist’s Bureau, Ministry
of Health, Israel.
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soybean agglutinin modified by the above sequence of reactions
affords a radioactive derivative that retains its full hiological
activity.

Although periodate oxidation followed by sodium [*H]boro-
hydride reduction has been used in the past for the labeling of
glycoproteins containing sialic acid (6), to our knowledge this is
the first demonstration of the use of the same technique for the
labeling of glycoproteins, such as plant lectins, which are devoid
of sialic acid (7, 8).

For periodate oxidation studies, soybean agglutinin purified by
affinity chromatography (9) (20 mg) was dissolved in 0.2
sodium acetate buffer, pH 4.5 (1.3 ml). Sodium metaperiodate
(0.01 », 1.3 ml) was then added and the solution was stirred in
the dark at 0°. At various time intervals, 50-ul aliquots were
withdrawn, diluted to 6 ml with water, and the absorbance at
222 nm was measured to determine periodate consumption (10).
In parallel, 250-ul aliquots of the oxidation mixture were added
to 100 ul of ethylene glycol to destroy excess periodate, and then
dialyzed against 0.9¢7 NaCl. The latter samples were used for
the determination of unoxidized, residual mannose by the
phenol-sulfuriec acid procedure (11) and for the photometric
determination of hemagglutinating activity with trypsin-treated
rabbit erythrocytes (12). Fig. 14 shows that the rate of oxida-
tion of soybean agglutinin by periodate is fairly constant up to 1
hour, at which time 4 mannose residues are oxidized per subunit
(MW 30,000) with concomitant consumption of 9 mol of perie-
date. The rate then decreases so that after 4 hours only 1 addi-
tional mannose residue is oxidized. The remaining 4 mannose
residues seem to be resistant to periodate oxidation, since even
after 24 hours no further change in their number oceurred. This
has also been previously observed in periodate oxidation studies
of the isolated soybean agglutinin glycopeptide (5). The hemag-
glutinating activity is not impaired even after 24 hours of oxida-
tion (Fig. 1B). As expected, however, the oxidation of the man-
nose residues decreased the interaction of soybean agglutinin
with concanavalin A, as measured by the quantitative precipita-
tion reaction (13). After destruction of 5 mol of mannose per
subunit, concanavalin A no longer precipitated sovbean agglu-
tinin (Fig. 2). This finding suggests that oxidized soybean agglu-
tinin can be used in studies of the competition between con-
canavalin A and soyvbean agglutinin for binding on cell surfaces
{2). Such experiments, which provide information on the relative
disposition of lectins on cells, could not be carried out previously
because of the interaction between concanavalin A and sovbean
agglutinin (13).

For the preparation of the tritium-labeled lectin, soxbean
agelutimin (20 mg in 2.6 ml of 0.1 a sodium acetate, pH 1.5,
containing 0.005 » sodium metaperiodate) was oxidized for 1
hour under the conditions described above. The reaction was
stopped by the addition of 1 ml of ethylene glycol, followed by
incubation for 30 min at 0°. After extensive dialysis apgainst 0.1
¥ sodium phosphate buffer, pH 8.0, the solution was concen-
trated to 1 mi by ultrafiltration and added to an ampoule con-
taining 2.6 mg of sodium [*Hlborohydride (177.8 mCi, mmol}.
Reduction proceeded overnight at 0° in the dark and excess
berohvdride was decomposed by lowering the pH to 5.0 with
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Fic. 2. Frecipitation of oxidized soybean agglutinin (SBA) by con-
canavalin A (Con A) (13). Soybean agglutinin (330 ug), native or oxidized
for various periods of time, was mixed with concanavalin A (80 ug) in a
final volume of 360 gl of 0.25 v NaCl-0.05 M sodium phosphate buffer,
pH 7.2, in Eppendorf microtubes. After 24 hours at room temperature
the tubes were centrifuged at 12,000 X g for 10 min. The supernatant
was used for spectrophotometric determination of protein using A = 13
for both soybean agglutinin (3) and concanavalin A (14) and the pre-
cipitate (after washing with 0.25 M NaCl) was used for the determina-
tion of mannose by the phenol-sulfuric acid procedure (11). O——0Q,
protein precipitated expressed as percentage of total protein; @—--@,
mannose in precipitate expressed as percentage of total unoxidized
mannose. Insct, relation between the number of mannose residues in
soybean agglutinin and its precipitation by concanavalin A: A——A,
soybean agglutinin precipitated by concanavalin A expressed as per-
centage of total soybean agglutinin in reaction mixture.

acetic acid. The solution was fractionated on a column (1.9 X 45
cm) of Sephadex G-150 superfine (Fig. 34).

Two radioactive protein peaks, both labeled to the same ex-
tent, emerged (counting was in Bray’s seintillation liquid using
a Packard Tri-Carb scintillation spectrometer with an ethiciency
of 581}, The first peak, a minor one, was eluted at a volume
corresponding to that of high molecular weight aggregates of
soybean agglutinin (135). Indeed, the hemagglutinating activity
of the material in the first peak was higher than that of native
soybean agglutinin (¥ig. 3B), as had been earlier observed by us
with the soybean agglutinin polymers obtained by cross-linking
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F1c. 3. Gel filtration of tritiated soybean agglutinin. Soybean agglu-
tinin, subsequent to periodate oxidation and sodium [BHlborohydride
reduction (20 mg), was applied to a column (1.9 X 45 em) of Sephadex
G-150 superfine, kept at 4°. Elution was with 0.99, NaCl. Fractions of
1.3 ml were ccllected at a flow rate of & ml per hour. 4, O——C, ab-
sorbance at 280 nm; @-—--@, radioactivity. B, A—-—--A, hemagglu-
tinating activity; [J 3, specific radioactivity {cpm per mg). HU,
hemagglutinating units.

of the native lectin with glutaraldehyde (15). In the present
study, however, the aggregation is probably the result of the
formation of intermolecular Schiff bases between the aldehyde
groups on oxidized soybhean agglutinin and free amino groups on
the protein molecules. The second peak, which contained the
bulk of the protein, emerged from the column with exactly the
same elution volume as native soybean agglutinin. Iis specific
radioactivity (5 X 10° epm/mg) and hemagglutinating activity
were constant throughout the peak (Fig. 3B), the latter being
close to that found for native soybean agglutinin (7000 to 8000
hemagglutinating units/mg). The total amount of the tritiated
protein present in the second peak was 16 mg (809, of the start-
ing material).

On polyacrylamide gel electrophoresis at pH 4.3 (16) in 7.5%
gels, [*H]soybean agglutinin (20 ug, 10° cpm) migrated exaetly
like native soybean agglutinin, all of the radioactivity being
present in the protein band. On affinity chromatography of [FH]
soybean agglutinin (5 X 10° cpm) on a column of Sepharose-
N-e-aminoecaproyl-B-p-galactopyranosylamine (9) all of the ra-
dioactivity was adsorbed on the column and could only be cluted
with 0.05 31 p-galactose, at the same volume at which uumodi-
fied soybean agglutinin is eluted.

Analysis of an acid hydrolysate (5 X 10% epm, 6 ~ HCI, 22
hours at 110° in sealed evacuated tubes) on an aming acid
analyzer to which a radioactive flow analyzer (Packard model
3022) was attached, did not reveal any radioactive amino acid
peaks. All of the radioactivity was eluted from both the long
and short amino acid analyzer columns with the void volume.

The evidence presented above indicates that the oxidation and
reduction did not affect the size or charge of soybean agglutinin,
nor its hemagglutinating activity, suggesting that the carbohy-
drate side chain is not essential for this activity. In this respect
soybean agglutinin differs from the recently described mammelian
hepatie lectin (17), where agglutination of red cells requires the
presence of intact sialic acid residues on the lectin.

Since many lectins resemble soybean agglutinin in that they




arc glycoproteins devoid of S—S and -——SH groups (7), the pro-
cedure described may also be used for their labeling.

RN

o o

o0 ~3

RETFERENCES
Lis, H., anp Suaron, N. (1973) Annu. Rev. Biochem. 42, 541-574

. Smaron, N., axp Lis, H. (1974) Mcthods Membr. Biol. 3, 243-296
. Loran, R., SieceLman, H. W., Lis, H., axp Szarox, N. (1974)

J. Biol. Chem. 248, 1219-1224

. Searown, N., Lis, H., axp Lorax, R. (1974) Collog. Int. du Cent.

Natl. Rech. Sci., 221, 693-710

. Lis, H. (1968) Isr. J. Chem. 6, 114p

Van LenteEN, L., anp Asawelrn, G. (1971) J. Biol. Chem. 246,
18891894

. SHARON, N., anp Lis, H. (1972) Science 177, 949-959
. Sparon, N. (1974) in Plant Carbohydrate Biochemistry (PRIDHAM,

J. B., ed) pp. 235-252, Academic Press, New York

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

- 130 -

. Gorpon, J. A, BLumsene, S., Lis, H., anp Saaron, N. (1972) Fed.

Eur. Biochem. Soc. Lett. 24, 193-196

GutHrie, R. D. (1962) in Methods in Carbohydrate Chemistry
(WHisTLER, R. L., axp WoLrroMm, M. L., eds) Vol. 1, pp. 440441,
Academic Press, New York

Dvusos, M., GiLies, K. A., HaMmivton, J. X., ReEsers, P. A., axp
Sarra, F. (1958) Anal. Chem. 28, 350-356

Lis, H., axp Suaron, N. (1972) Methods Enzymol. 28, 360-368

GovupsteIN, 1. J., So, L. L., Yang, Y., anp Carries, Q. C. (1969)
J. Immunol. 103, 695-698

CunningHaM, B. A, Waneg, J. L., Prrumm, M. N., anp EpEryanx,
G. M. (1972) Biochemistry 11, 3233-3239

Loran, R., lis, H., Rosexwasser, A., NOVOGRODSKY, A., AND
Smaron, N. (1973) Biochem. Biophys. Res. Commun. §8, 1347-1355

ReisreLp, R. A., Lewrs, U. J., anp WirrLiams, D. E. (1962) Nature
195, 281-283

StockerT, R. J., MogreLn, A. G., AND ScHEINBERG, I. H. (1974)
Science 186, 365-366



- 131 -

B - ARTICLE VIII : Présence de deux types de sous-unités dans

1'agglutinine du Soja

Pour vérifier la pureté de la SBA utilisée d'une part et pour
gtudier si les traitements chimiques en vue du marquage n'altéraient pas
la structure de la lectine d'autre vart, une analyse de la SBA a &té faite
par disc-électrophorése en milieu dénaturant. Cette &étude réalisée & pH
alcalin et en pré&sence de SDS a révélé que l'agglutinine du Soja est formée
de deux types différents de sous—-unités, et que cette lectine tétramérique
est formée par l'association de deux diméres de type I2 IIZ' Quand 1la
SBA marquée est &tudiée de la méme fagon, 90 7 de la radiocactivité migre
dans ces deux pics I et II ce qui montre que les sous—-unités I et II sont
des glycoprotéines. La vérification que la SBA utilis&e contient une faible
proportion de lectine dimérisée et de fragments (voir la figure 2 de 1'ar-
ticle VIII) est nécessaire avant toute utilisation. En particulier, le
calcul du nombre de sites membranaires capables de fixer la lectine, néces-
site la connaissance de sa valence. Dans notre cas la SBA utilisée pour ce
genre de mesure est marquée de maniére identique sur ces deux sous-unités

tout en conservant sa bivalence.
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1. Introduction

Soybean Agglutinin (SBA), a giycoprotein lectin
(mol. wt. 120 000) is comprised of four subunits of
30 000 daltons each [1]. The lectin interacts specifi-
cally with N-acetyl-D:galactosamine and D-galactose
{2] and possesses two saccharide binding sites per
120 000 daltons [1]. Although the number of binding
sites is half the number of subunits, no differences
could be previously detected between the subunits [1].

Recently it has been demonstrated that discontin-
uous polyacrylamide gel electrophoresis at alkaline pH,
in the presence of urea or sodium dodecyl sulfate
(SDS), has a high resolving power in separating simi-
lar polypeptide chains. With this technique, differences
have been found between the subunits of tubulin
[3.4} and of the lectin from Dolichos biflorus [5,6],
proteins that were believed to be comprised of identi-
cal subunits.

We have now reinvestigated the subunit structure
of SBA using the above technique and found that the
lectin is composed of two types of subunit. These were
separated by ion exchange chromatography in the
presence of urea and were found to differ in their charge.

2. Materials and methods

Soybean agglutinin was purified by affinity chroma-
tography on Sepharose-V-e-aminocaproyl-3D-galacto-
pyranosylamine {7}. The lectin'was radioactively
* Permanent address: Laboratoire de Chimie Biologique,
Universite des Sciences et Techniques de Lille [, B.P. 36, 59
Villeneuve d'Ascq. France.

labeled by oxidation of its carbohydrate side chain
with sodium periodate, followed by reduction with
sodium [*H] borohydride {8].

Polyacrylamide gel electrophoresis was performed
in the following systems: (a) In sodium phosphate
buffer, pH 7.0, containing 0.1% SDS (BDH, specially
pure) [9].(b) In a discontinuous anionic, pH 9.7 gly-
cine system in the presence of 8 M cyanate free urea
(Schwartz/Mann, Ultrapure) and 0.1% SDS [5,10].

(c) In an alkaline discontinuous boratesulfate system

in the presence of 0.1 SDS [11]. The gels were

stained for protein with Ceomassie brilliant blue

R-250 [9] and for glycoprotein with fuchsin-sulfite

{12]. Fer the determination of radioactivity in gels,

they were frozen on dry ice, immediately after electro-

phoresis, and sliced into sections 1mm thick. Each

slice was incubated in 1 ml of 30% (v/v) H, O, at 90°C

for 1 hr prior to addition of 10 ml of Bray’s liquid

and counting in a Packard Tri-Carb scintillation spectro-

meter. :
lon exchange chromatography was performed at

room temperature on a column (1 X 40 ¢cm) of DEAE-

cellulose (Whatman DE-52, microgranular, preswollen)’

in the presence of 8 M cyanate-free urea buffered with

0.04 M Tris—HCl pH 7.3 |6]. Protein in the eluted

fractions was estimated spectrophotometrically at

280 nm.

Amino acid analysis was performed as previously
described {1]. NH,-Terminal amino acid determination
was according to the dansyl chloride method of Gray
[13] in 0.1 M sodium bicarbonate -8 M urea, pH 8.5
[1}.

For sequence analysis, SBA (6 mg, 50 nmoles) was
dissolved in NV, N-dimethylbenzylamine and the
sequencer (Beckman model 890C) was operated accor-

North-Holland Publishing Company — Amsterdam
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ding to programme DMBA. The phenylithiohydantoin
derivatives were identified by gas-liquid chromatography
after silylation as well as on the amino acid analyzer
after hydrolysis with hydroiodic acid (48° v/v in
water) for 20 hr at 130°C.

3. Results and discussion

Electrophoresis of soybean agglutinin at pH 7.0 in the
presence of 0.1% SDS [9] affords. as previously found
[1], a single protein band (fig.1. gel 1} with a migra-
tion corresponding to a mol. wt. of 30 000. However,
discontinuous gel electrophoresis at alkaline pH

©

- .

@® | 2 3

Fig.1. Polyacrylamide gel electrophoresis of soybean aggluti-
nin on: 1, continuous pH 7.0 gel containing 0.1% SDS [9]; 2,
discontinuous, alkaline, borate-sulfate gel containing 0.17

SDS {111}; 3. same as 2 but stained for glycoprotein (12]: 4,
discontinuous pH 9.7 glycine gel containing 8 M urca and

0.1 SDS [§,10]; 5, sume conditions as 4 only the lectin from
Dolichos biflorus {5} was applied on the gel. Protein samples
in the runge 20—40 ug were used, at higher louds the separation
into distinet bands (gels 2--4) was not etficient. Migration
direction was from the top.
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IFig. 2. Piscontinuous polyacrylamide gel electrophoresis of
[>H] soybean agglutinin (15 ug, 15 000 cpm) on alkuline
borate sulfate gel in the presence of 0.177 SDS. BPB-Bromo-
phenol blue. The migration was from left (cathode) to right
(anode).

(> 9.0} in the presence of 0.1% SDS [11] or in the
presence of 8 M urea and 0.1% SDS [5]. separates
two protein bands (fig.1, gels 2 and 4, respectively).
In the latter gels the upper band was designated sub-
unit I and the lowersubunit 1. For comparison the
electrophoretic pattern of the lectin from Dolichos
biflorus, where a similar phenomenon was observed
[5,6] is also given (fig.1, gel 5).

The two types of SBA subunit stained for glvco-
protein (fig.1, gel 3) which indicates that both con-
tain carbohydrate. This was further demonstrated by
electrophoresis of radioactively labeled SBA on the
discontinuous alkaline borate-sulfate gels. As can be
seen in fig.2, the dissociated lectin gives two major
radioactive bands which seem to be labeled to the
same extent, suggesting that the ratio between the
subunits is 1:1.

The location of the slow moving band (slices 24 -
28) and of the fast moving bands (slices 59--62 and
63--66), correspond to those of the subunit dimer
(mol. wt. 60 000) and of the subunit fragments. pre-
viously described by us [14]. The presence of only
one band of subunit dimer suggests that the tetrameric
lectin is comprised of two types of subunit that asso-
ciate in the form, 1, 11, rather than being a mixture
of two types of tetramer I and Il which would vield
two types of subunit dimer upon partial dissociation.
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Iig.3. (A) Ton exchange chromatography of soybean agglutinin on DEAF-cellulose in 8 M urea pH 7.3. Soybean agglutinin (20 mg)
was dissolved in 1 mi of 8 M urca in 0.04 M Tris-HCl pH 7.3 and applied on a column (1 X 40 cm) of DEAE-cellulose equilibrated
in the same urea solution which was also used for eluticn of 2 ml fractions at a rate of 5 ml per hr. All operations were at 23°C.
(B) Discontinuous polyacrylamide gel electrophoresis on alkaline borate-sulfate gels in the presence of 0.177 SDS [11] of soybean
agglutinin fractions separated on DEAE-celiulose (fig. 3.A). Samples of 30 ug protein were applied on each gel. In order to further
demonstrate the separation of subunits by DEAE-cellulose, the recombined fractions b and d as well as ¢ and d were also analysed
by electrophoresis, here samples of 20 ug of each fraction were applied on the gels.

The two subunits stain with the same intensity for
protein and for glycoprotein whicli also indicates that
they are present ina 1:1 stoichiometry in the undis-
sociated SBA.

Three protein peaks were eluted upon chromato-
graphy of SBA on DEAE-cellulose in the presence of
8 M urea (fig.3,A). The recovery of protein was 80—
90% of that applied on the column and no additional
protein could be eluted from the column by washing
it with 1 M NaCi in 8 M urea.

Analysis of the protein fractions by discontinuous
alkaline boratesulfate gel electrophoresis in the pre-
sence of 0.19 SDS [11] revealed that the first peak
(fig.3,A peak a) contained the two subunits, the
second peak (fig.3.A peak c) contained protein that
co-electrophoresed with subunits H (compare with fig.
1, gels 2-and 4) and the third peak (fig.3,A peak d}
contained protein which co-electrophoresed with sub-
unit I. Upon rechromatography of peaks ¢ or d under
the same conditions as above. they emerged at the
same position as before.

Attempts to renature the soybean agglutinin from
the peaks separated by ion exchange chromatography
were not successful, since upon dialysis of either peak
or combinations of different peaks, the protein pre-

cipitated and could not be redissolved in buffers that
did not contain either SDS or urea.

Attempts to {ractionate SBA by ion exchange
chromatography on DEAE-cellulose in the presence of
8 M urea at pH 9.5 were unsuccessful, since all the
protein was adsorbed to the column and could be
eluted, as a single peak, with a linear NaCl gradient
(0 to 10 mM) in 8 M urea.

Amino acid analysis of peak ¢ (subunit IT) (fig.3.A)
and peak d (subunit I} revealed a great similarity. The
only significant differences were an excess of one
lysine residue in subunit I and an excess of two aspar-
tic acid {or asparagine) and one glutamic acid (or
glutamine) in subunit 1.

NH,-Terminal amino acid analysis of the isolated
subunits revealed that alanine was the NH,-terminai
amino acid in both subunits. Ten cycles in the sequen-
cer gave a single amino acid at each step and the
sequence found was: Ala—Glu—Thr—Val--Ser--Phe--
Asp--Trp—Phe -Glu.

The different migration of the subunits on discon-
tinuous alkaline pH gel electrophoresis in the presence
of 0.1% SDS alone or with 8 M urea and the failure
of continuous pH 7.0 gel electrophoresis in the pre-
senice of 0.1% SDS to separate the subunits, suggests
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that they differ in their ratio of charge to frictional
coefficient {1 1]. This is in accord with the results of
our previous studies on SBA subunits [1] in which
no difference in their molecular weight could be
observed.
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