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A p a r t i r  des observat ions montrant  que l a  fo rmat ion  de rose t t es  

en t re  l e s  lymphocytes T humains e t  l e s  g lobules rouges de mouton e s t  inh ibée  

pa r  1  'ésér ine  (CHANDRA e t  KUTTY, 1975) ; KUTTY e t  a l . ,  1976), nous nous 

sommmes t o u t  d 'abord  in té ressés  à 1  'éventue l  l e  présence d'  une a c t i v i t é  acé t y l -  

ch01 i nestéras ique dans l e s  membranes plasmiques de lymphocytes humains. Pour 

des ra isons m a t é r i e l  l es ,  nous avons df abandonner no t re  m a t é r i e l  de dépar t  

e t  nous avons c h o i s i  l e  lymphocyte bov in .  Dans l a  c a r a c t é r i s a t i o n  biochimique 

de 1 ' acé t y l  ch01 i nestérase des membranes plasmiques, nous avons p l  us p a r t i  cu- 

l i è rement  p o r t é  n o t r e  a t t e n t i o n  su r  l a  p a r t i e  glycannique, e t  l ' i m p l i c a t i o n  

de c e l l e - c i  s u r  l e  mode d ' a c t i o n  de l 'enzyme. Nous avons ensu i t e  étendu no t re  

i n t é r ê t  à d ' au t res  t i s s u s  bovins. 

Dans l e  premier  chap i t r e  de n o t r e  mémoire, nous exposons une 

étude des i n t e r a c t i o n s  de l a  5  'nuc léo t idase  e t  de 1 ' acé t y l  ch01 ines té rase  avec 

l e s  l e c t i n e s  (Biochimie, 1984, - 66 , 59-69). Nous avons c h o i s i  l e s  membranes 

plasmiques, de f o i e ,  de lymphocyte, de noyau caudé, de muscle s t r i é ,  de 

gang1 i o n  c e r v i c a l  supér ieur  e t  d ' é r y th rocy te .  Nous déf in isssons une v a r i a b i -  

li t é  t i s s u l a i r e  dans 1 ' i n t e r a c t i o n  des l e c t i n e s  avec l a  5 'nuc léo t idase  e t  

1  ' acé t y l  ch01 inestérase.  

A f i n  de poursu iv re  no t re  étude, nous avons é t é  amenés à p u r i f i e r  

l a  S1nucléot idase des membranes de f o i e  dans l e  b u t  de déterminer pa r  des 

méthodes de spect roscopie l a  s t r u c t u r e  glycannique de l'enzyme. S i  nous avons 

obtenu une p répa ra t i on  enzymatique t r è s  p u r i f i é e  (16 000 f o i s ) ,  l e s  quan t i t és  

dont nous d ispos ions (quelques d iza ines  de vg) se sont  avérées t r è s  i n f é r i e u r e s  

à c e l l e s  nécessai res pour une étude s t r u c t u r a l e .  Ces r é s u l t a t s  f o n t  1  ' o b j e t  



d'une publication (European Journal of Biochemistry, 1983, - 137,131-138). 
Les méthodes de p u r i  f i  cation que nous u t i  1 i sons sont relativement longues. 
C'est pourquoi nous avons entrepris de produire un antisérum orienté 
contre la  5'nucléotidase purifiée à par t i r  des membranes de foie. Nous 
espérons, en u t i l i san t  l'immunoabsorption sur des anticorps imnobilisés, 
obtenir pl us rapidement des quanti tés  suffisantes de 5 'nucléotidase, afin 
d'en déterminer l a  structure glycannique. Dans l e  deuxième chapitre, nous 
exposons l e  mode d'immunisation des lapins e t  son intérêt  ; nous caractéri- 
sons les anticorps obtenus par 1 'étude de 1 'immunoréactivité croisée 
vis-à-vis des 5'nucléotidases d'origines t issulaires  différentes. 

Les tentatives de puri f i ca t i  on de la 5'nucl éotidase par immuno- 
adsorption, n'ont pas encore abouti à une méthode satisfaisante.  En e f f e t ,  
quelque s o i t  l e  mode d'élution u t i l i s é ,  nous n'avons pas encore pu désorber 
1 'enzyme avec conservation de 1 ' ac t iv i té .  Afin de poursuivre notre étude 
sur les  structures saccharidiques, nous avons choisi d ' u t i l i s e r  les proprié- 
tés des lectines e t  des glycosidases, pour caractériser l e  type de glycanne 
de la 5'nucléotidase e t  de l'acétylcholinestérase des membranes de noyau 
caudé. 

Dans ce travail , nous déterminons tout d'abord l e s  propriétés 
cinétiques de la 5'nucléotidase ( a f f in i t é  pour les substrats, e f f e t  des 
agents chelatants, sol ubi  l isat ion)  . Puis, par des techniques d' hydrolyse 
enzymatique des résidus saccharidiques e t  par les interactions de l 'acétyl-  
cholinestérase e t  de la 5'nucléotidase avec les lectines,  nous tentons de 
définir  l e  type de structure glycannique des deux enzymes. Nous développons 
cette approche dans le  deuxième chapi t r e  (Journal of Neurochemi s try , 1984, 
42,  1107-1115). 
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La présence de sucres à l a  surface des c e l l u l e s  animales e t  

végétales, a s u s c i t é  un grand i n t é r ê t  dans 1 'étude des i n te rac t i ons  c e l l u -  

l a i r e s .  On admet actuel lement que l e s  glycannes jouent  un r ô l e  important 

dans l e s  phénomènes d'adhésion, de reconnaissance e t  d ' i n h i b i t i o n  de 

contact. De nombreuses observations o n t  permis de penser que l es  glycocon ju -  

gués, t o u t  comme l e s  acides nucléiques, peuvent ê t r e  des véhicules d ' i n f o r -  

mations nécessaires à l a  c e l l u l e .  Ces molécules sera ien t  des antennes loca- 

l i sées  sur  l a  membrane plasmique. 

1 - LA MEMBRANE PLASMIQUE ..................... ..................... 

En 1966, ARON e t  GRASSE proposaient l a  d é f i n i t i o n  suivante : 

"La membrane b io logique l i m i t e  e t  confère à 1 a ce1 I u l e  une un i  t é  anatomique". 

A côté de ce t te  observat ion purement morpho1 ogique , SINGER e t  NICHOLSON 

(1972) émettaient une hypothèse qui f a i s a i t  de l a  membrane plasmique une 

mosaïque f l u i d e  où proté ines e t  glycoprotéines f l o t t a i e n t  dans une bicouche 

l i p i d i q u e  (planche 1). 

Const i tuant  une ba r r i è re  biologique, l a  membrane plasmi que des 



Planche 1. Modèle en mosaïque fluide de l a  structure 

membranaire. ( d'après SINGER e t  NICOLSON , 1972 ) 



cellules eucaryotes possède de nombreux récepteurs capables de f ixer  
des ligands e t  de subir des modifications métaboliques e t  structurales.  
C'est ainsi que l'une des questions fondamentales de l a  biologie cel lulaire  
e s t  de savoir par quelle(s) voie(s) une molécule interagit  avec la cel lule  
provoquant ainsi  l'expression (inhibition ou stimulation) d ' u n  processus 
physiologique. Dans de nombreux cas, la molécule ne pénètre pas dans la  
ce1 lule ,  mais ag i t  seulement au niveau de récepteurs membranai res. L '  exemple 
de 1 a transmission neuromuscul ai re i 11 us t r e  parfaitement ce phénomène. 
L'acétyl ch01 ine, médiateur chimique libéré par l a  terminaison présynaptique 
lors d'une excitation nerveuse (NACHMANSOHN, 1955) diffuse dans 1 'espace 
intersynaptique e t  se fixe sur un récepteur protéique, induisant ainsi une 
modi f i  cation conformati onnel l e  du récepteur avec ouverture de canaux 
ioniques spécifiques (ionophores) (CHANGEUX,  1981). Un autre phénomène 
impliquant des récepteurs de l a  membrane plasmique, e s t  celui de 1 'induction 
de la mitogénèse par l ' interaction ligand - récepteurs membranaires. 
En e f f e t ,  dès 1971, TAYLOR e t  a l .  montraient que la fixation d'anti-immuno- 
globulines produisait u n  réarrangement des immunoglobulines "cibles" dans 
les membranes de lymphocytes B.  On observe alors l 'apparition de pet i ts  
agrégats répartis sur toute l a  surface cel lulaire  (patching) précèdant la  
formation d'une calotte polaire (capping). Ce processus aboutit à une s t i -  
mulation ce1 1 ul ai re entraînant une m i  togénèse ( D E  PETRIS, 1975). 

Pour que 1 'on observe u n  e f f e t  mitogëne, i l  faut donc que la  
membrane plasmique : 

- fixe spécifiquement 1 'effecteur : fonction réceptri ce 
- intègre l e  signal : étape de reconnaissance 
- transmette l e  message au noyau : information 

La fixation d'un mitogène sur l a  surface cel lulaire  des lympho- 
cytes i n d u i t  des modifications structurales e t  métaboliques. 

Ces observations ont conduit de nombreuses équipes à s ' in té resser  
aux phénomènes membranaires. C'est  ainsi que certains auteurs ont analysé 

+ +  les act ivi tés  d'enzymes membranai res , telTeque 1 ' ATPase :Na /K dépendante, 
essayant de r e l i e r  les  modifications de son act ivi té  à 1 'élaboration d'un 
signal transmembranai re (AUBRY e t  a l .  , 1977 ; ZACHOWSKI e t  a l .  , 1977). 



D'autres groupes o n t  étudié les glycoconjugués membranaires, e t  plus parti-  

culièrement les  glycoprotéines. En e f f e t ,  ces molécules entrent, dans des 

proportions importantes, dans la composition des membranes plasmiques e t  

semblent impl iquées dans des phénomènes d ' interaction spécifique (pl anche 2 ) .  

Parmi les  enzymes présents sur l a  surface des ce1 lules eucaryotes, 

l a  S'nucléotidase e t  1 'acétylchol inestérase constituent deux molécules qui 

interviennent dans des phénomènes biologiques spécifiques. L' étude de ces 

deux enzymes a f a i t  l ' ob je t  de nombreux travaux. Cependant, dans certains 

types ce1 1 ulai res, 1 a détermination de leur rôle biologique reste parfois 

hypothétique. 

La 5'nucléotidase catalyse la déphosphorylation des nucléotides 

monophosphorylés en position 5 '  du ribose. 

Le rôle physiologique de 1 'enzyme reste encore mal défini. 

Cependant, quelques hypothèses ont é té  avancées. Par sa propriété de 

déphosphoryler les 5'mononucléotides, la  5'nucléotidase permettrait aux 

nucléosides de traverser l a  membrane plasmique (FLEIT e t  a l . ,  1975 ; 

YAGIL e t  BEACHAM, 1975). L'enzyme se ra i t  aussi impliqué dans des phénomènes 

de régulation du flux sanguin au niveau du muscle cardiaque (BERNE e t  al . ,  

1971), du muscle s t r i é  (BURGER e t  LOWENSTEIN, 1975), e t  du cerveau ( D A L Y ,  

1976). Il interviendrait dans l a  lipolyse des t issus adipeux (PHILLIS e t  

EDSTROM, 1976), e t  dans la  neurotransmission (SCHUBERT e t  a l .  , 1976 ; 

SCHWAB e t  a l .  , 1975). La 5'nucléotidase intervient dans la régulation du 

taux d'adénosine au cours de l a  pro1 ifération cel lulaire  (CARSON e t  

SEEGMILLER, 1976), de 1 ' imnunosuppression (FISHER e t  al. , 1976), e t  de 1 a 

1 ibération hormonale (WOLFF e t  COOK, 1977). BANIK e t  DAVISON (1969) ont 

observé une augmentation de l ' a c t iv i t é  5'nucléotidase au cours de la  

myelinisati on. 



Nonpolar ta i l  

/ 
Microtubule 

Planche 2.  Représentation des glycoconjugués dans les 

membranes plasmiques. (Immunological methods vol.11 1981 ) 



D'un  poids moléculaire de 1 'ordre de 150 000 daltons, l a  
5'nucléotidase e s t  constituée de deux sous-unités identiques (EVANS e t  

GURD, 1973 ; IPATA, 1968 ; LELIEVRE e t  al . ,  1977 ; HARB e t  al . ,  1983). 
Considérée connne un marqueur de la membrane plasmique (EMMELOT e t  a l . ,  
1964 ; EVANS e t  GURD, 1973), 1 a 5 'nucléotidase e s t  aussi présente dans 
l 'appareil  de Golgi e t  les vacuoles de secrétion (FARQUHAR e t  d l . ,  1974 ; 
LITTLE e t  WIDNELL, 1975). On ne 1 a trouve pas dans certaines lignées 

ce1 lulai  res, comme les leucocytes polynucléaires (SHIRLEY e t  a l .  , 1976). 

Le s i t e  catalytique de 1 'enzyme es t  généralement orienté vers 

l e  milieu extracel lulaire  (BENEDETTI e t  DELBAUFFE, 1971 ; DE PIERRE e t  

KARNOVSKY, 1974 ; GURD e t  EVANS, 1974). Par 1 'u t i l isat ion d'anticorps 

anti-5 'nucléotidase, ZACHOWSKI e t  a l .  (1981) ont montré que 1 'enzyme 
avai t  une local isation transmembranai re dans les ce1 lules d' u n  plasmocy- 
tome muri n (MOPC 173). 

L'activité 5'nucléotidase e s t  généralement inhibée par les 
lectines (RIORDAN e t  SLAVIK, 1974 ; DORNAND e t  a l .  , 1977). La 1 iaison 
de l'enzyme aux lectines a é té  mise à profit  pour effectuer une étape de 
purification par chromatographie d 'a f f in i té  (DORNAND e t  a l .  , 1978 ; 

HARB e t  a l . ,  1983). 

Par sa situation dans la membrane plasmique, sa structure 

e t  son rôle biologique, la  5'nucléotidase apparait comme une molécule inté- 
ressante, dont 1 'étude pourrait contribuer à 1 a connaissance de phénomènes 

membranai res induits par la  fixation de molécules capables de reconnaître 

les sucres. Nous avons étudié en particulier ses interactions avec 
différentes lectines. 

I I I  - L'ACETYLCHOLINESTERASE ( E . C .  3 . 1 . 3 . 7 . )  ...................................... ...................................... 

Le deuxième enzyme que nous avons particulièrement étudié e s t  
1 'acétyl ch01 inestérase membranai re.  Comme 1 a 5'nucl éotidase, 1 'acétyl ch01 i - 
nestérase e s t  une glycoprotéine qui peut ê t re  membranaire ( G U R D ,  1976 ; 
ZANETTA e t  a l .  , 1981 ; MASSOULIE e t  BON,  1982). 



Dès 1914, DALE p o s t u l a i t  1 'existence d'un enzyme capable 

d ' i n a c t i v e r  1 'acéty lchol ine.  Cette a c t i v i t é  f u t  mise en évidence v i n g t  ans 

plus t a r d  grâce à d i f f é r e n t s  travaux (STEDMAN e t  STEDMAN, 1935 ; ALLES e t  

HAWES, 1940), MENDEL e t  RUDNEY (1943) ont  montré que 1 'on pouvailt d i s t i ngue r  

deux types d'enzymes suscept ibles d '  hydro lyser  1 'acé ty l  ch01 i ne. Les 

travaux d '  AUGUSTINSSON e t  NACHMANSOHN (1949) o n t  permis de d i  f f é r e n c i e r  

1 'acéty lchol  inestérase, hydrolysant spécif iquement 1 'acéty l  ch01 i ne  e t  

1 'acétyl-6-méthylthiocholine, des pseudocholinestérases qu i  hydro lysent  

en général p l  us eff icacement d 'autres es ters  de l a  ch01 i n e  (propionylcho- 

1 ine, bu ty ry lcho l  i n e )  . 

L 'acé ty l  ch01 inestérase joue un r61e essent ie l  dans l e s  mécani s- 

mes de l a  transmission nerveuse, d 'où  son abondance p a r t i c u l i è r e  dans 

l e s  t i s s u s  nerveux e t  muscul a i  res. E l l e  e s t  néanmoins présente également 

dans de nombreux autres t i ssus ,  où son r ô l e  res te  largement hypothét ique 

(SILVER, 1974). 

A) L 'acé ty lcho l ines térase des organes é lec t r iques  de poissons 

Correspondant phylogénétiquement à des muscles modif iés, l e s  

organes 61 ec t r iques  d ' ~Zec t rophoms  eZectr icus e t  Torpedo mamnorata 

possèdent une a c t i  v i  t é  acéty l  ch01 i nes t é  rase importante (NACHMANSOHN e t  

LEDERER, 1939). La cen t r i f uga t i on  en grad ien t  de saccharose d 'un  e x t r a i t  

d '  organe é lec t r i que  f r a i s  dlEZectrophorus eZectr icus, homogénéi sé dans un 

tampon de fo rce  ionique élevée, a permis de ca rac té r i se r  t r o i s  formes molé- 

cu la i res  de 1 'enzyme, de c o e f f i c i e n t  de sédimentation 18 S, 14 S e t  9 S 

(MASSOULIE e t  RIEGER, 1969). Ces formes moléculai  res sont cons t i  tuées de 

tétramères de sous-uni tés ca ta ly t iques  ident iques , associés à un élément 

en forme de bâtonnet appelé communément "queue". 

De s t ruc tu re  col 1 agénique, 1 a "queue" confère aux formes asymé- 

t r iques  des propr ié tés  hydrodynamiques p a r t i c u l i è r e s  (MASSOULIE e t  al. , 1980). 

E l l e  e s t  responsable d ' i n te rac t i ons  ioniques provoquant 1 'agrégat ion des 

formes asymétriques à basse force ionique (CHANGEUX, 1966). Ce phénomène 

résu l te  de 1 'associat ion de 1 'enzyme avec des polysaccharides acides 



(BON e t  n ! . ,  1978). Les formes asymétriques sont sensibles à la collagénase 

(LWEBUGA-MUSAKA +,; c l . ,  1976 ; ANGLISTER e t  a i .  , 1976 ; BON e t  MASSOULIE, 1978). 

La s t ructure  col lagénique au ra i t  a ins i  pour rôle d 'associer  1 'acétylchol i -  

nestérase à des éléments de l a  membrane basale (MAC MAHAN e t  a l . ,  1978 ; 

VIGNY e t  C I L .  , 1983). Les formes asymétriques, qui sont dénommées A4, A8, A12, 

correspondent respectivement à 1 'associat ion d'un, deux ou t r o i s  tétrameres. 

Elles sont sensibles à l ' a c t i on  des protéases e t  à ce l l e  des ultrasons. 

De t e l s  t r a i  tements provoquent des dissociat ions entrainan t 1 'appari t ion 

de formes A8, A 4 ,  G 4 ,  G 2  e t  G1 catalytiquement act ives ( B O N  e t  MASSOULIE, 

1976 ) .  Les formes asymétriques s 'agrègent à basse force ionique e t  
n' interagi  ssent  pas avec l es  détergents non dénaturants, par exemple l e  

Tri ton x 100 

d'après 3. MASSOULIE (T.I.B.S., juin 1980) 

Les formes moléculaires G 4 ,  G 2 ,  G1 sont constituées de sous-unités 

catalytiques e t  correspondent respectivement aux tétrarnères, dimères e t  

monomères. El les consti tuent  une classe hétérogène dont les variants molécu- 

l a i res  d i f fè ren t  essentiellement par des propriétés d ' in teract ions  hydrophobes. 

Si certaines de ces molecules sont cytosol l~bles ,  d 'aut res  nécessi tent  1 'action 

de détergents pour ê t r e  ex t ra i t es .  LAZAR :t VIGNY (1980) ont montré que les  

ce l lu les  murines TZ8, secrè tent  des formes solubles d 'acétylcholinestérase 



G1, G4 ,  e t  de faibles quantités de G 2 ,  qui n'interagissent pas avec les 
détergents. Cependant, les formes G1 e t  G4 l iées  aux membranes peuvent ê t r e  
solubilisées seulement en présence de Tri t o n  X-100, e t  présentent des 

coeffi cients apparents de sédimentation différents. Des observations simi - 
la i res  ont é té  faites dans l e  noyau caudé de boeuf (GRASS1 e t  a l . ,  1982). 

B) L ' acétyl ch01 inestérase des vertébrés supérieurs 

Toutes les  formes moléculaires (asymétriques e t  globulaires) 

s e  retrouvent chez les  vertébrés supérieurs e t  leurs répartitions t issulaires  

varient selon le tissu considéré. En particulier chez le  boeuf, GRASS1 e t  al. 

(1982) ont montré que les  formes AI2 e t  A8 constituent une proportion s igni f i -  

cative de 1 'acétylchol inestérase du ganglion cervical supérieur, alors 

que dans l e  noyau caudé, celles-ci sont à peine décelables à 1 ' é t a t  de 
trace ( <  0,002 %). Les formes globulaires G4,  G2, G1 présentent d'une 
façon générale une réparti t ion plus étendue que les  formes asymétriques, 

e t  ne sont pas limitées au système nerveux e t  aux muscles. Par exemple, 
dans la  membrane érythrocytai re humaine, 1 'acétylchol inestérase se présente 
sous une forme dimérique amphi phi l e  (OTT e t  a l .  , 1975). Sa composition en 

acides aminés e t  en sucres e s t  semblable à cel le  de 1 'enzyme d'EZectrophorus 
e leetpieus (GROSSMAN e t  LIEFLANDER, 1979 ; NIDAY e t  a l .  , 1977). 

L 'acétyl ch01 inestérase e s t  parti cul i èrement intéressante par son 
polymorphisme. Par exemple, les muscles squelettiques de vertébrés supérieurs 

contiennent les différentes formes d '  acétyl ch01 i nestérase. Cependant, chaque 

muscle, selon qu ' i l  e s t  lent ou rapide, possède une distribution particulière 
des formes moléculaires (BARNARD e t  a l . ,  1982 ; GISIGER e t  STEPHENS, 1983 ; 

BACOU e t  a l .  , 1982). 

Chez le r a t  adulte, l a  forme asymétrique A12 semble localisée en 

majorité dans la membrane basale des jonctions neuromusculai res , alors qu'el l e  

e s t  répartie dans la f ibre  musculaire entière de 1 'embryon de ra t ,  ainsi que 
dans l e  muscle humain (CARSON e t  a l . ,  1979). Cette molécule constituerait 
un marqueur de développement neuromusculai re. En e f f e t ,  i 1 e s t  apparu qu'au 
cours du développement embryonnaire sa biosynthèse coïncide avec la  formation 



de l a  jonction neuromusculaire de l'embryon (VIGNY e t  a l . ,  1976 ; KAT0 e t  al., 

1980), e t  d'autre part que chez 1 'adul t e  sa régulation dépend de 1 'innervation 
( H A L L ,  1973 ; VIGNY e t  a l . ,  1976). 

La d i s t r i  bution des différentes formes moléculai res de 1 'acétyl- 
ch01 inestérase ref lè te  donc différentes situations physiologiques, sans 
qu ' i l  so i t  encore possible d 'a t t r ibuer  un rôle précis à chaque forme. Indé- 

pendemment des différentes formes, q u i  diffèrent essentiel lement par 1 eur 
structure quaternaire, d' autres différences peuvent intervenir entre les  
mol écules d' acétyl ch01 inestérase. Dans l e  cas de 1 'érythrocyte humain, 
GALBRAITH e t  WATTS (1981) ont mis en évidence une diminution de la  Vmax 
de l'enzyme l iée  à l 'âge des cellules. 

La S'nucléotidase e t  1 'acétylcholinestérase sont présentes en 
quantités relativement faibles dans les membranes plasmiques des différents 
t issus bovins que nous avons étudiés (foie ,  lymphocyte, noyau caudé, muscle 
s t r i é ,  ganglion cervical supérieur, érythrocyte). Ces deux enzymes ont é t é  
décrits comme étant des glycoprotéines. Présentes sur la  surface de certaines 
ce1 lules,  ces deux molécules appartiennent à la fami 1 l e  des glycoconjugués 
membranai res . 

IV - L E S  GLYCOCONJUGUES MEMBRANAIRES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ............................... 

Une des caractéri ~ t i q u e s  des glycoconjugués membranai res e s t  
d'avoir : 

- une partie hydrophobe de leur molécule sol idement ancrée 
dans la bicouche lipidique de l a  membrane ce1 lulai  re. 

- une partie oligosaccharidique exposée à la face externe de 
cette membrane. 

11 existe deux groupes de glycoconjugués membranaires : les  
glycol ipides e t  les glycoprotéines. 



Les glycol ipi  des membranai res 

Les glycolipides sont des composés résultant de 1 'union d'une 

fraction gl uci dique avec une fraction 1 ipi di que par des 1 i ai sons de covalence. 

Les glycol ipi des membranai res se subdivisent en deux sous-cl asses dépendantes 

de la nature de leur portion lipophilique : les glycéroglycolipides e t  les  

glycosphingolipi des. 

Le rôle biologique de ces lipides membranaires e s t  encore mal 

défini. Ces molécules ont-el les d '  autres fonctions (reconnaissance, adhésivi- 

té ,  différenciation, translocation, récepteur), que ce1 les d'éléments 

structuraux ? Les connaissances actuelles permettent d'affirmer 1 'existence 

d'une fonction de reconnaissance ce1 1 ulaire : ce1 l e  des groupes sanguins. 

En e f f e t ,  à la surface des hématies, les facteurs de groupe A ,  B ,  H ,  Le, P l ,  

e t  P ont été ident i f iés  comme étant des glycosphingolipides (HAKOMORI e t  

JEANLOZ, 1964 ; HAKOMORI e t  a l . ,  1978). Une autre fonction a é t é  aussi mise 

en évidence : ce1 l e  du ganglioside G qui s e ra i t  l e  récepteur de la  toxine 
M l  

cholérique ( V A N  HEYNINGEN e t  a l .  , 1971 ; HOLMGREN e t  a l . ,  1973). 

B)  Les glycoprotéines 

1) Structure --------- 
Les polysaccharides associés aux protéines membranai res sont 

principalement composés des sucres ci tés  dans la  figure 1. 

Des divers enchaînements de ces sucres, qui peuvent ê t re  variés 

e t  complexes, dépendent certaines activités biologiques. I l s  sont 1 iés 

aux protéines de façon covalente, e t  peuvent ê t r e  : 

- s o i t  de type O-glycosidique 

- s o i t  de type N-glycosidique 

Le développement des méthodologies chimiques, enzymatiques e t  

plus récemment physiques, avec 1 a résonance magnétique nucléai re ( R M N )  , 
a permis la caractérisation de nombreuses glycoprotéines (DORLAND e t  a l .  ,1977). 





a)  liaison be type O-glycosidique - - -  

Dans ce mode de l iaison, i l  convient de différencier deux 

types : 

- 1 i ai son d '  une N-acétyl -gal actosami ne (Ga1 NAc) à u n  acide 

aminé, thréonine (Thr) , ou sérine (Ser) . Cette structure se rencontre 

dans la plupart des O-glycoprotéines. 

Ga1 -6-3-Gal NAc-a -t Ser (Thr) 

- liaison d ' u n  xylose (Xyl) à une sérine, ce qui constitue 

la séquence terminale de beaucoup de protéoglycannes. 

Gal-6-3-Gal-6-4-Xyl-a -t Ser 

11 existe parfois des liaisons entre une hydroxylysine e t  l e  

galactose, où le  disaccharide e s t  Glc-a-2-Gal-B comme dans l e  

tropocoll agène de l a  peau de cobaye, la  membrane basale glomérulai re, l e  

collagène de seiche (STRECKER e t  MONTREUIL, 1979),. 

b)  l i a i lon  de-type - N-glycosi - - - -  dique 

I l  y a dans ce cas liaison d'une N-acétyl-glucosamine à une 

asparagine (ASN) e t  1 a partie glycannique comprend une structure interne, 

généralement de type pentasacchari di que 
r 

Des séquences glycosi diques diverses peuvent se greffer à par t i r  

de ce noyau (MONTREUIL, 1980). Ces régions variables, qui confèrent au 

glycanne sa spécif ic i té ,  constituent la structure antennai re du glycanne 

(MONTREUIL 1975). 

Pour les N-glycoprotéines , i 1 convient de distinguer t ro is  

fami 1 l es ,  suivant 1 a nature des 01 igosacchari des 1 iés  au noyau pentasacchari- 

di que 



- l e s  N-glycoprotéines de type ol igomannosidique q u i  

comportent uniquement des rés idus mannose 1 i é s  au noyau, comme dans l e  cas 

du glycanne de l a  p r o t é i n e  du v i r u s  S indb is  S-4 (ROBBINS, 1979), de 1 ' u n i t é  A 

de l a  t y r o g l o b u l i n e  de veau (ITO e t  al., 1977). 

(Man) . . . . Man-a-6 \ 
Man-~-4-GlcNAc-@-4-G1 CNAC-B -t 

1 
(Man)y .... Man-a-3 / 

- l e s  N-glycoprotéines de type N-acétyl-lactosaminique, 

q u i  comportent un nombre v a r i a b l e  de rés idus  N-acétyl- lactosaminique l i é s  

au noyau pentasaccharidique, avec ou sans ac ide(s )  s i a l i q u e ( s )  te rmina l  (aux) 

e t  un (L) fucose. 11 se forme a i n s i  des s t r u c t u r e s  pouvant ê t r e  : 

. d i  antennées, comportant deux rés idus N-acéty l -  

lactosaminique f i x é  s u r  l e s  mannoses terminaux du "noyau". 

Exemple : l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine (SPIK e t  a l .  , 1975). 

Gal-6-4-Gl CNAC-6-2-Man-a-6, 1 
Man-8-4-Gl CNAC-6-4-GI CNAC-6 -t Asn 

Ga1 -6-4-Gl CNAC-6-2-Man-a-3 ' 1 
. tri antennées, comportant t r o i s  r é s i  dus N-acétyl-  

lactosaminique, comme l e  g lycopept ide GP3 de 1 a t hy rog lobu l i ne  de porc  

(KONDO e t  al. ,  1977), ou l e  glycanne de l a  p ro té i ne  de capside du v i r u s  

de 1 a s tomat i  t e  vési  c u l  a i r e  (READING e t  al .  , 1978). 

. tétraantennées , p a r  exemple dans une s t r u c t u r e  g lycan-  

nique de 1 'orosomuco7de humain (SCHMID e t  al. ,  1977 ; FOURNET e t  al., 1977 ; 

DORLAND e t  a l .  , 1977). 



- l e s  N-glycoprotéines de type  hybr ide  possèdent une 

s t r u c t u r e  01 igosacchar id ique m ix te  de type 01 igomannosi dique-N-acétyl- 

lactosaminique. On t r ouve  ce type de glycanne dans l e s  g lycopept ides GPI, 

GPI14 e t  GPIIB de 1 'ovalbumine de poule (YAMASHITA e t  az.  , 1978). 

Exemple de GPI : 

G l  CNAC-B-2 
I 

Ga1 -6-4-Gl cNA-B-4-Man-a-3 
\ 1 

Man-B-4-Gl CNAC-B-4-G1 CNAC-B -+ Asn 
/ , Man-a-6 1 

Man-a-3 'Fi an-a-6 

Par a i l  l e u r s ,  1 'ex is tence  d 'un noyau pentasaccharidique commun 

assoc ié  à des m o t i f s  o l igosacchar id iques  iden t iques  à tou tes  l e s  c lasses de 

N-glycoprotéines n ' e s t  pas une r è g l e  immuable. Certaines comportent un seul  

r és i du  de N-acétyl-glucosamine au l i e u  de deux à 1 ' ex t rém i té  l i é e  à 1 'aspa- 

ragine, avec a d d i t i o n  de r é s i  dus i soacéty l -1  actosaminique. 

Exemple : IgG myélomateuse humaine (MILLER, 1972) 

Les séquences saccharidiques responsables des groupes sanguins, 

i 1 l u s t r e n t  aussi l a  complex i té  des glycannes. La connaissance de ces s t ruc -  

t u res  a essen t ie l lement  débuté p a r  1 'é tude des g lycopro té ines  hydrosolubles 

des l i q u i d e s  de secré t ions  (WATKINS, 1972). En e f f e t ,  l e  glycanne de ces 

molécules cons t i t ue  l e  " r e f l e t "  de ce1 u i  des g l y c o l  i p i  des é r y t h r o c y t a i  res 

responsables de 1 a s p é c i f i c i t é  des groupes sanguins. Ces glycannes possèdent 

un m o t i f  sacchar id ique commun, à p a r t i r  duquel 1 ' a d d i t i o n  aux ex t rémi tés  de 

monosaccharides en l i a i s o n  1-3 exprime l a  s p é c i f i c i t é  A, B y  O e t  Lewis 

(HUGUES, 1976, a).  



D'autres structures complexes peuvent apparaître dans certaines 
pathologies. NATO e t  BOURRILLON (1982) ont décrit  une glycoprotéine portant 
à la fois  des glycannes de type O e t  N dans les membranes cellulaires 
de 1 ' hépatome de ZAJ9ELA. 

2 )  Métabolisme ----------- 
Si de grands progrès ont é té  f a i t s  en ce qui concerne la 

structure des chaînes polysacchari diques des glycoprotéines , les mécani smes 
de leur biosynthèse e t  de leur métabolisme en général, posent encore de 
nombreux problèmes. Cependant, la N-glycosyl ation e s t  relativement bien 
connue. 

Le mécanisme de N-glycosylation d'une protéine e s t  connu depuis 
quelques années e t  comporte une sér ie  d'étapes distinctes.  La biosynthèse 
d'une structure de type N-acétyl-lactosaminique e s t  l a  plus complexe. Le 
processus débute au niveau du réticulum endoplasmique, e t  passe par 1 ' in te r -  
médiai re d '  une structure 01 igomannosidique. L 'étape pré1 iminai re commence 
par la  synthèse d ' u n  glycosyl diphosphodolichol ; l e  polysaccharide e s t  ensuite 
transféré en bloc sur l'asparagine, cible de la protéine. Puis, des transfor- 
mations ont l ieu,  par action de glycosidases, au niveau du réticulum l i s s e  
e t  de l 'appareil de Golgi. Alors interviennent des glycosyltransférases spé- 
ci fiques (N-acétyl -gl ucosaminyl , galactosyl , s i  alyl et/ou fucosyl ) , qui vont 
aboutir à l a  synthèse du glycanne final.  Les glycoprotéines sont ensuite 
1 ibérées du réticulum endoplasmique, s o i t  pour ê t re  excrétées par la ce1 lu le ,  
s o i t  pour s ' intégrer dans la  membrane plasmique (SNIDER, 1984) (planche 3 ) .  

b )  - - - -  catabol ismg 

La connaissance de ce phénomène e s t  moins avancée. Il s 'effec-  
tue au niveau des lysosomes où l e  glycanne subit 1 'action de glycosi dases 
e t  de protéases aboutissant à la libération de monosaccharides e t  d'acides 
aminés dans le  cytoplasme. Si l e  mécanisme concernant le  catabolisme des 
glycoprotéines ce1 lulai  res n ' e s t  pas encore connu, celui des glycoprotéines 
circulantes a é té  élucidé grâce aux travaux de ASHWELL e t  MORELL (1974). 
En e f f e t ,  les glycoprotéines sous forme désialylée, sont reconnues par des 



Planche 3. Schéma de l a  N-glycosylation d'après ALBERTS B . ,  BRAY D., 

LEWIS J . ,  RAFF M . ,  ROBERTS K. e t  WATSON J.D. 

(Molecular Biology of the c e l l ,  1983). 



récepteurs membranai res hépatocytai res, puis sont interna1 isées par 
endocytose. Les vésicules fusionnent alors avec les lysosomes, dans les- 
quels s 'effectue la dégradation des glycoprotéines, essentiel lement par 
action d'exoglycosidases. Un dysfonctionnement de ce processus, dû à 

1 ' absence de certaines glycosi dases lysosomi ales ,  provoque des maladies 
métaboliques appelées "glycoprotéinoses" q u i  se traduisent par l'accumula- 
tion dans les tissus e t  dans les urines de composés glucidiques résultant 
du catabolisme incomplet des glycannes des glycoprotéines (STRECKER e t  
MONTREUIL, 1979). 

3)  Rôle des alycannes des glycoprotéines 
---------J- ----------- - -- -------- 

Le rôle de la  structure 01 igosaccharidique dans les phénomènes 
de reconnaissance a é t é  démontré dans les processus d'élimination des glyco- 
protéines sériques au niveau du foie e t  de régulation de leur durée de 
vie. ASHWELL e t  MORELL (1971), cherchant à élucider l e  rôle biologique de 
l a  céruléoplasmine, molécule assurant l e  transport du cuivre dans le  
sérum sanguin des mammifères, o n t  désialylé cette molécule e t  1 'ont injectée 
à des animaux de laboratoire. I l s  constatèrent sa disparition au b o u t  de 
15 minutes, alors que la  concentration de la molécule native ne diminuait 
pas. Ces mêmes auteurs o n t  montré que pour de nombreuses glycoprotéines 

sériques, l'élimination de résidus terminaux d'acide sialique (permettant 
1 'exposition d'un galactose) provoquait la  disparition rapide de ces molé- 
cules modifiées du système circulatoire,  par sui t e  de leur incorporation dans 
les  hépatocytes après fixation à des récepteurs membranai res . 

GESNER e t  GINSBURG (1964) ont montré que les lymphocytes, 
préalablement marqués e t  réinjectés à 1 'animal, se fixaient dans la rate. 
Cependant, une hydrolyse enzymatique des rési dus fucose présents sur 1 a 
surface cellulaire des lymphocytes, déviait la fixation vers le  foie. Ces 
résultats indiquent donc qu'un rési du monosacchari de d'une structure 
complexe peut déterminer la spécificité de reconnaissance permettant la 
liaison des cellules. 

L'existence de liaisons sélectives, l iées  à la structure des 
glycannes, permet de dégager la notion de molécule cible au niveau de 
certaines cellules. En e f f e t ,  les travaux dlASHWELL e t  MORELL (1977),  sur 



1 'hépatocyte, e t  ceux de SAND0 e t  NEUFELD (1977) sur l e  fibroblaste, ont 
permis de mettre en évidence des structures membranai res spécifiques des 
sucres, donc comparables aux lectines trouvées dans les plantes. 

11 existe dans les membranes d'hépatocytes une lectine qui 

reconnai t spécifiquement les glycoconjugués désialylés du sérum, alors que 
les résidus mannose-6-P des enzymes lysosomiques sont reconnus par les 

lectines membranai res des fibroblastes humains. Para1 lèlement à 1 'étude 

des glycocon jugués membranai res, s ' e s t  donc dével sppée ce1 l e  des 1 ect i  nes 
présentes sur 1 a surface des ce1 1 ules cibles (MONSIGNY e t  a l . ,  1979, 1983). 

I l  apparait que ces molécules pourraient ê t r e  impliquées dans des phénomènes 

biologiques, t e l l e  la  pinocytose. ZANETTA e t  a l .  (1984) ont mis en évidence, 

au niveau des cellules de Purkinje, une protéine membranaire présentant les 
caractéristiques d'une lectine,  qui jouerait u n  rôle important dans l a  

synaptogénèse au cours de développement embryonnaire du cervelet de ra t .  

Ce mode de reconnaissance peut intervenir aussi dans certaines 

pathologies. En e f f e t ,  les ce1 lules tumorales expriment des antigènes de 
surface qui présentent des structures e t  des spécificités variées pouvant 
induire l e  rejet  ou l a  protection de l a  tumeur (GAHMBERG e t  ANDERSON, 1982). 

Les cellules réticuloendothéliales du foie sont capables de 

f ixer  spécifiquement les sucres des enzymes lysosomiaux par 1 'intermédiaire 

de récepteurs membranaires (STAHL e t  a l . ,  1976 ; ACHORD e t  a l . ,  1978). Ces 

récepteurs possèdent des spécificités saccharidiques différentes de celles 
des fibroblastes e t  des hépatocytes. KAWASAKI e t  a l .  (1978) ont isolé ,  à 

par t i r  du foie de lapin,  un récepteur capable de reconnaître l e  mannose e t  

1 a N-acétyl-gl ucosamine. 

Certains motifs polysacchari di ques peuvent donc ê t r e  caractéri s- 

tiques de types ce1 lulaires  particuliers ou d 'é ta t s  de différenciation 
spécifique. Il é t a i t  évi dernment intéressant de rechercher certaines structures 

spécifiques aux cellules tumorales. C'est  ainsi que GOLD e t  FREEDMAN (1965) 
e t  GOLD ( 1971) o n t  montré q u  ' une glycoprotéine appelée "carcinoembryonnaire" 
é t a i t  présente dans les  t issus embryonnaires e t  dans les ce1 1 ules tumorales. 
Cette glycoprotéine, de poids moléculaire 80 kd, pouvait constituer aussi 
un marqueur de différenciation ce1 lulaire.  El l e  est t rès  riche en sucres, 



qu i  cons t i t uen t  envi ron 60% de sa masse, en p a r t i c u l i e r  en N-acétyl-gluco- 

samine e t  en mannose (PRITCHARD e t  TODD, 1976 ; SLAYTER e t  COLIGAN, 1976), 

l e  d iacé ty l - ch i  tob iose cons t i tue  1 ' un des déterminants ant igéniques (TODD 

e t  SHIVELY, 1978), e t  se recontre dans l e  sérum des pa t i en ts  a t t e i n t s  d'un 

cancer du colon. D 'autre pa r t ,  cer ta ines  g lycoproté ines membranai res peuvent 

n 'appara î t re  que dans des cas pathologiques ; par exemple, dans 1 ' hépatome 

de Zajdela, une molécule majeure GPI12 appara i t  à l a  surface des c e l l u l e s  

asc i  t iques (NATO e t  BOURRILLON, 1982). 

A i  ns i  , cer ta ines g lycoproté ines pour ra ien t  c o n s t i t u e r  des 

marqueurs tumoraux, e t  de ce f a i t ,  o u v r i r  de nouvel les voies diagnost iques 

e t  peut-êt re thérapeutiques. L'une des o r i en ta t i ons  possib le consis te en l a  

product ion e t  1  ' u t i  1  i s a t i o n  d' ant icorps monoclonaux, capables de reconnaî t re 

spécif iquement des antigènes de sur face impl iqués dans l es  phénomènes tumo- 

raux. Les molécules a i n s i  obtenues peuvent, dans cer ta ins  cas, bloquer 

l e  processus néoplasique (HERLYN e t  KOPROWSKY, 1982 ; SHOUVAL e t  al., 1982) 

ou devenir  des vecteurs de substances médicamenteuses (BLYTHMAN e t  a l .  , 
1981). Une au t re  observat ion montrant 1 ' i n te rven t i on  des g lycoproté ines 

a é té  f a i t e  l o r s  de l ' i n f e c t i o n  v i r a l e .  En e f f e t ,  l e s  v i rus  se f i x e n t  

su r  des hématies par  1 ' in te rméd ia i re  de s t ruc tu res  s ia l y l ées .  L ' é l i m i n a t i o n  

de ces rés idus par  l a  neuraminidase i nh ibe  l a  f i x a t i o n  du v i r u s  sur  l a  

membrane c e l l u l a i r e  (revue de SHARON e t  OFEK, 1983). 

Les glycoconjugués sont  donc capables d ' ê t r e  mod i f iés  dans cer- 

ta ines  pathologies. Quel e s t  l e u r  r ô l e  dans l e s  condi t ions physiologiques 

normales ? Les progrès e f fec tués  dans 1 'étude de l a  s t ruc tu re  des glycannes 

on t  permis de proposer d ivers rô les  b io logiques.  

- E l l e s  i n te rv iennen t  dans l e s  phénomènes d'adhésion, de recon- 

naissance c e l l u l a i r e  e t  d' i n h i b i t i o n  de contact  (YAMADA e t  OLDEN, 1978). 

- E l  l e s  pour ra ien t  ê t r e  des récepteurs v is -à -v is  de ce r ta ins  

e f f ec teu rs  ( v i r u s ,  proté ines,  hormones) (HUGUES, 1976, b) . 

- La s t ruc tu re  glycannique p o u r r a i t  a v o i r  une i n f l uence  s u r  l a  



conformation de la chaîne polypeptidique e t  la  protègerai t contre les 

attaques protéolytiques (LOH e t  GAINER, 1978). 

- Elles permettraient aux glycoprotéines de s o r t i r  des ce1 1 ules 
e t  de reconnaître des cellules cibles (EYLAR, 1965). 

- El les contrôleraient l e  catabolisme des protéines circulantes 

par différents organes, ainsi que la durée de vie des cellules sanguines 
(ASHWELL e t  MORELL, 1971 ; ASHWELL e t  HARFORD, 1982). 

La détection des glycannes membranai res é t a i t  essentiel lement 

basée sur des techniques d'histochimie, qui permettaient l 'étude de la  
répartition e t  de la densi t é  ce1 lulaires de ces molécules. Ces méthodes 

u t i l i sen t  principalement les caractéristiques chimiques des glycannes. 

Cependant, i l  faut noter que ces techniques de visualisation possèdent un 
large spectre d'action permettant ainsi la mise en évidence globale des 

glycoconjugués. Elles ne donnent aucune indication sur la nature ou la  
structure du glycanne. C'est ainsi que s ' e s t  développée 1 'u t i l isat ion de 

lectines qui, par leurs propriétés de se l i e r  spécifiquement sur des 

structures glycanniques, devenaient un "outil" intéressant. 

V - LES LECTINES ------------ ------------ 

Le terme "lectine" venant d u  mot la t in  "legere" (choisir) 
a é t é  proposé par BOYD e t  SHAPLEIGH (1954), pour qual i f ier  des molécules 
capables d'agglutiner certaines cellules de manière sélective. D'abord 
extrai tes  des plantes, i 1 e s t  apparu qu'el les é taient  présentes dans de 

nombreux autres organismes. A l a  lumière de nombreux travaux concernant 

ces molécules, GOLDSTEIN e t  a l .  (1980) proposent l a  définition suivante : 

"Une lectine e s t  une protéine ou une glycoprotéine, ne provenant pas d'un 

processus immunologique, qui agglutine des ce1 lules e t  préci pi t e  des 

glycoconjugués". 



Les l e c t i n e s  ne sont pas l e s  seules molécules capables de 

reconnaître spécif iquement l e s  sucres. Certaines toxines possèdent c e t t e  

propr iété,  mais ne sont  n i  agglut inantes, n i  p r é c i p i  tantes. De même, l e s  

enzymes g lyco ly t iques  peuvent aussi agg lu t iner  t r a n s i  t o i  rement les  ce1 1 u les .  

La pu r i  f i  ca t i on  de WGA pa r  chromatographie sur  une col onne d ' a f f i n i t é  

de benzyl-l-thio-2-acétamide-2-deoxy-~D-glycopyrannoside à p a r t i r  d 'un 

e x t r a i t  de germe de b lé,  permet 1 ' isolement d'une B-N-acétyl-glucosaminidase 

à des pH d i f f é r e n t s  de ceux nécessaires à 1 ' é l u t i o n  de l a  l e c t i n e  

(BOUCHARD e t  al. ,  1976). 

A) S p é c i f i c i t é  des l e c t i n e s  

L ' e f f e t  des l ec t i nes  peut ê t r e  i nh ibé  par  des sucres simples 

ou complexes. Leur spéci f i  c t é  e s t  généralement d é f i  n i e  par  l e s  monosaccha- 

r i des  ou l e s  ol igosaccharides qu i  i nh iben t  1 ' agg lu t i na t i on  i n d u i t e  par  

l e s  lec t ines .  Le tableau 1 récap i tu le  l e s  s p é c i f i c i t é s  de quelques l ec t i nes .  

B) Type d ' i n t e r a c t i o n  

Les l e c t i n e s  peuvent, dans une même populat ion ce1 l u l a i r e ,  

d isc r im iner  l e s  ce11 u les  saines des ce1 l u l e s  tumorales par agg lu t i na t i on  

sé lec t i ve  (AUB e t  al., A965 ; BURGER e t  al., 1973 ; REISNER e t  al., 1976 ; 

PAULIE e t  al., 1983). 

Cependant, l e  processus dépend d'une p a r t  de 1 ' é t a t  physiolo- 

gique de l a  c e l l u l e  (charges é lec t r iques  de l a  surface c e l l u l a i r e ,  nombre 

de s i  tes récepteurs, na ture  des s t ruc tures  glycanniques) , d' au t re  p a r t  de 

l a  polyvalence de 1 a l e c t i n e  (LOTAN e t  a l .  , 1973). 

Les techniques spectrométriques (rayon X, f luorescence . . . . ) 
on t  permis d 'é luc ide r  ce r ta ins  types d ' i n te rac t i ons  l e c t i n e  - sucre. 

La reconnaissance des glycannes, par  l a  Con A e t  l a  WGA, semble ê t r e  essen- 

t i e l l emen t  due à ce r ta ins  acides aminés de l a  l e c t i n e  : acide aspartique, 

tyrosine, tryptophanne (NAGATA e t  BURGER, 1972 ; ALLEN e t  al., 1973 ; 

MONSIGNY e t  al., 1979) (F igure 2). 



Tableau 1 : Spécificité de reconnaissance de quelques 1 ectines . 
(Cytochemistry of ce11 glycoconjugates, J .  SCHREVEL,  

D. GROS,  M. MONSIGNY) 

ABBREVIATION e t  NOM COURANT SOURCE SPECIFICITE REFERENCES 

.................................................................................................. 

Con A Concanaval i n e  A CanavaZia 
e n s i f o ~ s  

AGRAWAL and 
GOLDSTEIN, 1968 
GOLDSTEIN e t  uL, 1979 
PORETZ and 
GOLDSTEIN, 1970 

Suc Con A 

LCA 

PN A 

RcA 

Concanaval i n e  A 
succinylée 

GUNTHER e t  a l . ,  1973 

Agg lu t in ine  de 
l e n t i l l e  

HOWARD e t  ut, 1971 
FORIERS e t  aZ. , 1978 

Agg lu t in ine  
d' arachi  de 

Arachis 
hypogea 

LOTAN e t  a l . ,  1975 
FISH e t  a l . ,  1978 

Agg lu t in ine  de 
r i c i n  1 

NICOLSDN and 
BLAUSTEIN, 1972 
NICOLSON e t  a l . ,  1974 

Agg lu t in ine  "de 
r i c i n  II 

OLNES e t  aZ., 1975 

SBA 

HP A 

BSA 

Agg lu t in ine  de 
so ja  

Glycina 
maxima 

D-GalNAc 
D-Ga1 

Ga1 NAc 

LIS e t  al., 1970 
LOTAN e t  aZ., 1974 

HAMMARSTROM, 1972 Agg lu t in ine  
d 'escargot  

He Z i x  
pomatia 

Agg lu t in ine  de 
guarane 1 

Bandeira 
s i n p l i d  fo Z ia  
BSI A 4 
BSI B 4 

a-D-Ga1 NAc 
a-D-Ga1 
D-Gl CNAC 

SHANKAR-IYER 
e t  uZ. , 1976 
EBISCU e t  a l . ,  1978 Agg lu t in ine  de 

guarane II 

Agglu t in ine  de 
h a r i c o t  
L-PHA 
E-PHA 

Phaseo l u s  
m z g a n s  

MILLER e t  a l - ,  1973 
MONSIGNY e t  aZ., 1978 
PERLES e t  a l . ,  1977 
KORNFELO, 1970 

a-D-Ga1 NAc 
(NeuNAc)-Gal- 
D-Gl CNAC 

LtA Agglut in ines de 
l o t u s  

A 
B 
C 

Lotus 
t e  tragonolobus 

YARIV e t  a l . ,  1972 

UeA Agglut in ines 
d' a jonc 

1 
II 

Ulex etcrapeus HOREJSI and 
KOCOUREK, 1974 
HOREJSI, 1979 

StA 

WGA 

Agg lu t in ine  de 
pomme de t e r r e  

So Zanwn 
tuberosun 

DELMOTTE e t  a l . ,  1973 
ALLEN e t  a l . ,  1978 

Agg lu t in ine  de 
germe de b l é  

NAGATA and BURGER, 1974 
BHAVANANDAN and 
KATLIC, 1979 
MONSIGNY e t  ul., 1980 
MONSIGNY e t  a l . ,  1980 Suc WGA 

Lirnuline Agg lu t in ine  de Limulus a-NeuNAc-GalNAc ROCHE e t  uZ., 1975 
1 imule po lyphemus a-Neu ROCHE and MONS 1 GNY , 1979 
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Interactions possibles ent re  les  l ec t ines  e t  les  résidus saccharidiques 

(OCFOA, 1981) 



Les l e c t i n e s  sont  souvent des méta l loproté ines (LIS e t  SHARON, 

1981), dont l a  f i x a t i o n  avec l e s  glycannes peut ex ige r  l a  présence de 

cat ions d i va len ts  t e l s  que ~ n * ,  M~" ,  caU (LONNERDAL e t  al., 1983). 

C) Rôle b io log ique 

Bien que l e s  l e c t i n e s  a i e n t  é t é  étudiées depuis de nombreuses 

années, l eu rs  fonc t ions  b io logiques sont  peu connues. Les l e c t i n e s  ont  é t é  

t o u t  d'abord i so lées  à p a r t i r  de plantes, e t  s i  l e u r  s i t u a t i o n  n  ' a  pas é t é  

déterminée, quelques hypothèses concernant 1  eur  r ô l e  e t  l e u r  o r i g i n e  o n t  

é té  avancées, en p a r t i c u l i e r  : 

- E l l e s  sera ien t  un agent p ro tec teu r  contre l e s  phytopathogènes 

(MIRELMAN e t  al. , 1975 ; SEQUEIRA, 1978). 

- E l l e s  i n te rv iend ra ien t  dans l e  t r anspo r t  e t  l a  réserve des 

sucres (KAUSS e t  ZIEGLER, 1974). 

- E l  l e s  sera ien t  un récepteur des bac tér ies  f i x a n t  1  'azote 

(BOHLOOL e t  SCHMIDT, 1976 ; DAZZO e t  al., 1978 ; CALVERT e t  al . ,  1978). 

- Ce sera ien t  des enzymes qu i  aura ien t  perdu l e u r  f onc t i on  cata- 

l y t i que .  

- E l l e s  jouera ien t  un r ô l e  dans l a  régu la t i on  de l a  croissance 

e t  de 1  'é longat ion  (BOWLES e t  al., 1976 ; KAUSS e t  BOWLES, 1976). 

La mise en évidence des l e c t i n e s  su r  l a  surface c e l l u l a i r e  des 

eucaryotes a  ouver t  un champ d' i n v e s t i g a t i o n  dans 1 'étude des i n t e r a c t i o n s  

ce1 l u l a i r e s  met tan t  en j e u  des glycoconjugués (MONSIGNY e t  al.  , 1979). 

La coopération ce1 l u l a i  re, l e s  processus de m i  togénèse i n d u i t s  pa r  l e s  

l ec t i nes  e t  l a  m ig ra t i on  des c e l l u l e s  l o r s  de 1  'embryogénèse, s o n t - i l s  l i é s  

à des i n t e r a c t i o n s  de type l e c t i n e s  membranaires glycoconjuguées ? Un c e r t a i n  

nombre d'éléments de réponse on t  é t é  apportés par  d i f f é r e n t s  auteurs (SIMPSON 

et 1977 ; MONSIGNY e t  al . ,  1983 ; ZANETTA e t  al., 1984 ; BARONDES, 1981). 



1) Coopération ce1 1 ul ai re --- ------------------ 
Parmi les principaux travaux ayant mis en évidence l e  rôle 

biologique des lectines,  i l  convient de c i t e r  ceux effectués sur les 

myxomycètes Dictyoste Ziwn d i s c o i d m e t  Po Zysphondy Z i w n  paZZidium qui peuvent 

s'agréger pour former un pseudoplasmodiwn, lorsque l e  milieu e s t  pauvre en 

éléments nut r i t i f s .  Ce phénomène fu t  u t i l i s é  par ROSEN e t  aZ. (1973) pour 

mettre en évidence différents é ta t s  de différentiation de ces organismes 

par des tes ts  d'agglutination. FRAZIER e t  a l .  (1975) ont mis en évidence 

deux lectines (discoidine 1 e t  I I )  à l a  surface membranai re de DZctyosteZiwn 

d i s c o i d m ,  apparaissant à des stades différents du cycle ce1 1 ul ai re, e t  

plusieurs pal 1 i d i  nes dans le  cas de PoZysphondyZiwn paZZidZum. Les travaux 

de ROSEN e t  BARONDES (1977), ainsi que ceux de GREMO e t  a l .  (1978) ont montré 

que des mutants ne possèdant pas les lectines sont incapables de s'agréger, 

mais peuvent acquérir cette capacité par addition de souche sauvage, indi- 

quant ainsi qu ' i l s  sont pourvus du récepteur de la lectine. 

2 )  Stimulation mi togénigue ---------------- --- -- 
Un autre e f f e t  des lectines e s t  la  stimulation de l a  division 

des lymphocytes (NOWELL, 1960). La fixation de certaines lectines provoque 

des modifications structurales e t  métaboliques qui constituent l e  ou les 

signaux de la  mitogénèse. En e f fe t ,  après fixation sur une partie de la  

population lymphocytaire T, les ce1 lules vont produire un facteur de 

croissance : le  T Ce1 1 Growth Factor (TCGF ou interleukine) (MORGAN e t  al., 

1976). Cette molécule va reconnaître des récepteurs spécifiques sur la  mem- 

brane des lymphocytes T ,  e t  induire l a  mitogénèse en présence de transferrine 

(NECKERS e t  COSSMAN, 1983). Le rôle de l a  transferrine, qui pénètre dans l a  

cellule e t  celui du f e r  qu'elle transporte, n 'es t  d 'a i l leurs  pas élucidé. 

La transferrine e s t  une glycoprotéine e t  sa pénétration dans la  cellule 

résulte d ' u n  phénomène d'endocytose, probablement l i é  à la présence de 

lectines membranaires à la surface du lymphocyte. 

De même, un e f f e t  cytotoxique a é t é  observé au niveau de certaines 

lignées cellulaires (SITKOWSKY e t  a l . ,  1982). Les lectines sont aussi capables 

de révèler certaines pathologies : tumeurs coliques (PAULIE e t  a l . ,  1983), 

malaria (JUNGERY e t  a l .  , 1983), sarcome des ce1 lules endothéliales (MARKKU 

MIETTINEN e t  a l .  , 1983). 



3) Lectines consi dérées comme réacti f s  des glycocon~~~qués ........................................ - ----- --- 
Par leur propriété de reconnaître spécifiquement certains 

sucres, les lectines constituent u n  outil  précieux dans 1 'étude des 

glycocon jugués. Les principaux domaines d'appl ication sont : 

- 1 'étude des migrations ce1 lulai  res 

- 1 'adhésion cellulaire 

- 1 'étude du transport membranai re 

- l a  mise en évidence des glycoconjugués 

- la purification des glycoconjugués 

- 1 'étude de la  structure des glycoconjugués. 

Ces derni ères années, plusieurs méthodes de visual isation 

cytochimiques des glycoconjugués membranaires se sont développées grâce à 

différents marquages par des lectines modifiées. 

- lectines couplées à des ligands fluorescents ( L O O R ,  1973 a e t  b )  

- lectines couplées à la peroxydase (GRAHAM e t  KARNOVSKY, 1966), 

glucose oxydase (FRANCOIS e t  MONGIAT, 1977). 

- lectines marquées par l ' iode 125 ou l e  tritium (revue SHARON 

e t  LIS, 1975). 

- lectines couplées à l a  f e r r i t i ne  (NICOLSON e t  SINGER, 1971). 
- lectines couplées à 1 ' o r  colloTdal (ROTH e t  BINDER, 1978). 

Les nombreux travaux de purification e t  de caractérisation des 

lectines (revue LIS e t  SHARON, 1981) ont ouvert de nouvelles voies dans 

1 ' identification des structures glycanniques (GOLDSTEIN e t  HAYES, 1978). 

En e f f e t ,  les lectines sont non seulement capables de reconnaître un  monosaccha- 
ri de, mais i 1 semble que 1 'environnement gl uci dique modifte 1 es interactions 

de la  lectine avec les monosaccharides spécifiques. Cette propriété permet 

ainsi d'avoir une idée de la  structure polysaccharidique (BAENZIGER e t  

FIETE, 1979 ; DEBRAY e t  a l .  , 1981 ; CUMMINGS e t  KORNFELD, 1982). 



Si 1 es lectines permettent de connaître des motifs sacchari diques , 
el  les ne constituent pas u n  outi 1 suffisant pour déterminer 1 ' intégral i té  
de la  chaîne glycannique. Dans l 'analyse des glycannes, la méthylation 

s ' e s t  avérée 1 'une des plus importantes méthodes (LINDBERG, 1972). Basée 

sur l a  méthylation rapide e t  totale  des glycannes solubilisées dans le  

diméthyl sulfoxyde, cette technique a permis 1 ' identification de nombreuses 

structures polysacchari diques. Les problèmes rencontrés dans son application 

sont essentiel lement d'une part  1 'obtention d'une méthylation totale,  e t  
d 'autre part 1 ' identification e t  l e  dosage des dérivés méthylés 1 i bérés 

après hydrolyse du glycanne méthylé. Plus récemment, l e  développement de l a  

spectrométrie en résonance magnétique nucléai re ( R M N )  permet actuel lement 
des déterminations rapides e t  précises. Une technique d'analyse basée sur 
la perméthylation des structures glycanniques e t  sur l a  RMN s'avère ê t r e  u n  
outi 1 précieux dans 1 'étude des structures glycanniques (DORLAND e t  al . ,  1977). 

Malgré l 'évolution de ce type d'appareillage, qui devient de plus 

en plus résolut i f ,  les quanti tés de produi t s  purifiés,  nécessaires à 1 'étude, 
restent relativement importantes. 

L'hydrolyse enzymatique séquentielle des résidus saccharidiques 

peut aussi constituer u n  moyen d'étude d'une structure glycannique. Le progrès 
de méthodes de purification des macromolécules, a permis 1 'isolement de 

glycosidases spécifiques. Ainsi, par 1 a propriété des substances, i 1 peut 
ê t re  envisagé l'approche indirecte des structuresglycanniques (KOBATA,  1979). 

VI - LES GLYCOSIDASES ---------------- ---------------- 

Ce sont des enzymes qui catalysent l'hydrolyse des structures 
glycanniques des glycoconjugués. De nature glycoprotéique, i l s  sont localisés 
principalement au niveau des lysosomes. On les rencontre également dans le  
mi 1 ieu extracel 1 ul ai re e t  dans les membranes plasmiques. Selon leur mode 
d'action, on distingue deux classes de glycosidases (KOBATA, 1979) : 



- les exoglycosi dases 

- les endoglycosi dases 

A )  Les exoglycosidases 

Les exoglycosidases hydrolysent spécifiquement les 1 i a i  sons 

osi diques externes d 'une structure polysaccharidi que. Dans notre étude, 

nous avons principalement u t i l i s é  : 

- l a  fi-galactosidase ( E . C .  3.2.1.23) e s t  isolée à part i r  

du haricot (LI etLI, 1973, a )  d ' ~ spe r~ iZZus  niger (BAHL e t  AGRAWAL, 1973), 

de DZp Zococcus pnewnoniae (HUGUES e t  JEANLOZ , 1964) ou d '~scher ich ia  coZi 

(WALLENFELS e t  WEIL, 1972). Elle hydrolyse les galactoses terminaux d'une 

structure fi-D-galactopyranoside. 

- 1 '  a-fucosidase ( E . C .  3.2.1.51) isolée à par t i r  de 

CZostridiwn perfmngens (AMINOFF, 1973) , de Turbo cornutus ( 1 IJIMA e t  al.,  

1971) ou d'~spergiZZus niger ( B A H L ,  1973) catalyse la  libération des fucoses 

terminaux l iés  en a(1-2). 

- 1 a neuramini dase (E. C. 3.2.1.18) de CZostridium perfringens 

(CASSIDY e t  a l .  , 1965) OU de Arthrobacter ureafaciens (UCHIDA e t  a l .  , 1974), 

hydrolyse les acides neuraminiques l i é s  en a(2-3) à un galactose. 

- l a  fi-N-acétylglucosaminidase ( E . C .  3.2.1.30) de l'oviducte 

de poule (TARENTINO e t  al., 1973), ou de CZostridiwn perfringens 

(Mc GUIRE e t  a l .  , 1973) l ibère les résidus N-acétylglucosamine terminaux 

d ' une chaîne polysacchari dique. 

- l'a-mannosidase ( E . C .  3.2.1.24) dlAspergiZZus niger 

(SWAMINATHAN e t  a l . ,  1972) ou de haricot (LIet LI, 1973, b)  hydrolyse les 

liaisons terminales de type a-D-mannopyranoside. 

11 exis te  d'autres exoglycosidases qui peuvent ê t re  aussi ut i l isées  

pour 1 'étude des structures po~l'ysaccharidiques : 1 ' a-gal actos idase 

( E . C .  3.2.1.22) ; l a  6-mannosidase ( E . C .  3.2.1.25). 



B) Les endoglycosi dases 

Les endoglycosi dases peuvent reconnaî t re e t  hydro lyser  des 

l i a i s o n s  osidiques in te rnes  d'  un polysaccharide. Les endoglycosidases 

sont  classées selon l e u r  s p é c i f i c i t é .  On d i s t i ngue  : 

- 1 'endo- B-N-acétylgl ucosamini dase (E. C. 3.2.1.96), e x t r a i t e  

de D-iplococcus pnemoniae (MURAMATSU, 1971), hydrolyse des s t ruc tu res  

glycanniques de type complexe, t e l l e s  que c e l l e s  des IgG bovines, de l a  

t r ans fe r r i ne  ou de 1 ' u n i t é  B de l a  thy rog lobu l ine  (KOIDE e t  MURAMATSU, 1974). 

(R ou R')  - Man-a-l 
\ 

; ~ a n - ~ - l  + 4-GlcNAc-8-1 +. 4-GlcNAc .+ 

( R  ou RI) - Man-a-l 
/ In 

- 1 'endo-B-N-acétylglucosaminidase H p u r i f i é e  à p a r t i r  de 

Streptoîqces gssens  (TARENTINO e t  MALEY, 1974) reconnai t l e s  s t ruc tu res  

de type oligomannosidique e t  hydrolyse l e s  l i a i s o n s  os i  diques du di-N-acétyl-  

ch i  t o b i  ose 1 i é à 1 ' asparagi ne. 

(Man-a),-Man-a-1 
\ 1 

i ~ a n - 8 - 1  - 4-GlcNAc-6-1 -+ 4-GlcNAc - Asn 

(Man-a),-Man-a-1 
/ 

- 1 'endo-B-N-acétylglucosaminidase CI e t  CII, toutes deux 

e x t r a i t e s  de CZost~+diwn perfringens ( ITO e t  a l .  , 1975) de 1 a f i g u r e  (OGATA 

e t  a l .  ,1977 ; CHIEN e t  a l .  , 1977) ou de 1 'ov iducte de poule (TARENTINO 

e t  MALEY, 1978), reconnaissent e t  hydrolysent des s t ruc tu res  de 

N-acétyl-chi  tob iose l i é  à 1 'asparagine (KOBATA, 1979). 



Endoglycosi dase CI 

Man-a- 1 
\ 

FUC-a- 1 
I I 

6~an-6- l  + 4-GlcNAc-6-1 - 4-GlcNAc - Asn 

Man-a- 1 
/ 3  t 

Endoglycosi dase C I  

Man- a- 1 
\ 

/:Man-o- l \ 
Man-a- 1  an-6-1 -+ 4-GlcNAc-6-1 - 4-GlcNAc + Asn 

7 
Man-cl-1 + 2-Man-a-1 

- l'endo-a-N-acétylgalactosaminidase (E.C. 3.2.1.97), i solée  

à p a r t i r  de D-ipZococcus pnewnoniae (END0 e t  KOBATA, 1976 ; UMEMOTO e t  al . ,  

1977), hydrolyse l e s  réactions de type : 

Gal-6-1 -+ 3-GalNAc-a-1 -+ Ser ou T h r  &-> 

Gal-6-1 + 3-GalNAc t Ser ou T h r  

- 1 'endo-6-gal actosi dase, ex t r a i t e  de D-ipZococcus pnewnoniae 

(TAKASAKI e t  KOBATA, 1976), hydrolyse l es  1 i aisons de type 6-gal actosi dase 

des glycannes responsables des groupes sanguins A e t  B ,  avec respectivement 

l ibération de GalNAc-cl-1 + 3(Fuc-a-1 -+ 2)Gal e t  Gal-a-1 -t 3(Fuc-a-1 + 2)Gal 

(TAKASAKI e t  kOBATA, 1976). 

- l.'endo-6-galactosi dase d ' Esche&chia freundii hydrolyse 

spécifiquement l e s  l iaisons 6-galactosidiques des résidus galactosyls des 

glycoconjugués de type (FUKUDA e t  a l . ,  1979, a e t  b )  : 

R + GlcNAc-6-1 + 3-Gal-6-1 + 4-Glc (ou GlcNAc ou sorbi tol )Ri  

1 



- Z'endo-B-N-acétylglucosaminidase F, récemment isolée à par t i r  

de ~Zavobacter im meningosepticwn, hydrolyse les structures glycanniques 

de type 01 igomannosidique e t  N-acétyll actosaminique, sans al tération du 

glycanne 1 i béré (ELDER e t  ALEXANDER, 1982). 



Dans 1 'introduction de ce mémoire, nous avons évoqué les 
principales fonctions de 1 'acétyl ch01 inestérase, e t  ce1 les supposées 
de l a  5'nucléotidase. Nous avons choisi ces enzymes, non seulement 
pour leur (s )  rôle(s)  biologique(s), mais aussi à cause de leur pré- 
sence dans les membranes plasmiques des différents t issus.  Cette dis- 
tribution t i ssu la i re ,  nous permet donc d'envisager une étude compara- 
t ive de ces deux molécules, e t  ceci dans le  b u t  de déterminer des 
propriétés ou des structures spécifiques l iées aux différents tissus 
bovins. L' importance des glycannes dans les phénomènes biologiques, 
nous a conduitsà porter plus précisément notre attention sur la copule 
gl uci dique de ces deux enzymes. 

Les quanti tés de 5' nucléoti dase e t  d '  acétyl ch01 inestérase 
1 iées aux membranes plasmiques étant relativement faibles e t  variables 
d'un t issu à l ' au t r e ,  i l  ne nous e s t  actuellement pas possible d'effec- 
tuer l 'étude des glycannes par des méthodes de détermination plus pré- 
cises ( R M N ) .  En e f f e t ,  1 'obtention de 5'nucléotidase e t  d'acétylcholi- 
nestérase en concentrations suffisantes,  se heurte à u n  problème de 
méthodologie que nous évoquerons dans notre mémoire. c ' e s t  ainsi que 
dans notre expérimentation, nous nous sormes basés sur l a  propriété 
qu'ont les  lectines de reconnaître spécifiquement des structures sac- 
chari diques. Dans l e  b u t  de préciser l a  nature du glycanne, nous avons 
u t i l i s é  l e  pouvoir catalytique des glycosidases afin d'effectuer des 
hydrolyses séquentielles des structures polysaccharidiques. Cette appro- 
che a pour principal objectif de définir  s i  : 

1) Deux glycoprotéines enzymatiques l iées a une même membrane 
pl asmi que, possèdent une structure glycannique identique ? 

2 )  Cette structure intervient-el le  dans les propriétés cata- 
lytiques de ces enzymes ? 

3) Le glycanne de ces enzymes diffère d'un t issu à 1 'autre. 



4) Sa nature intervient dans la  réactivité vis-à-vis 
d' anticorps spécifiques (anti  5 '  nucléotidase ou anti-acétylcholinestérase). 

Chaque chapitre commence par un bref exposé des résul ta ts ,  

q u i  sont ensui t e  détai 1 lés dans une pub1 ication. 
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MISE EN EVIDENCE D'UNE HETEROGENEITE DE LA STRUCTURE GLYCANNIQUE 

DE LA 5'NUCLEOTIDASE ET DE L'ACETYLCHOLINESTERASE 

DES MEMBRANES DE DIFFERENTS TISSUS 



Dans ce chapitre, nous avons étudié de manière comparative 
1 ' interaction des lectines avec 1 a 5'nucléoti dase e t  1 ' acétyl ch01 inestérase 
membranai res de différents t issus bovins (lymphocyte, érythrocyte, foie,  
muscle s t r i é ,  gang1 ion cervical supérieur, noyau caudé) . Nous avons, tout 
d '  abord, déterminé les constantes cinétiques de ces enzymes. Puis, par 
ul tracentri fugation en gradient de saccharose, nous avons caractérisé les 
formes moléculaires de 1 'acétyl ch01 inestérase membranai re. Par ai 1 leurs,  
nous avons étudié 1 ' i nfl uence de certaines 1 ectines sur les  propriétés cata- 
lytiques de la  5'nucl éotidase e t  de 1 'acétyl choli nestérase. Nous avons 
cherché à préciser l a  structure glycoprotéique de ces deux enzymes enut i l isant  
l a  chromatographie d 'a f f in i té  sur colonnes de lectines immobilisées, e t  l e  
traitement par les glycosidases. A par t i r  de ces données, nous mettons en 
évidence une spécif ic i té  t i ssu la i re  de la structure glycannique de la  
5'nucléoti dase e t  de 1 'acétyl cholinestérase des membranes plasmiques . 

A )  Constantes cinétiques 
L'activité 5'nucl éotidase varie selon 1 lori gine des membranes 

plasmiques : par exemple, e l l e  e s t  élevée dans les membranes hépatocytaires 
mais relativement faible dans celles des synaptosomes de noyau caudé. 
Dans les t issus où i l  exis te ,  1 'enzyme présente, semble-t-il, la même af f i -  
n i  t é  pour son substrat, l e  5'AMP. Nous n'avons détecté aucune act ivi té  
5 ' AMPasique, dans les membranes érythrocytaires (Tableau 1) .  

B )  Effet des lectines 
La Con A inhibe avec l a  même eff icaci té  1 ' ac t iv i té  5'nucléoti- 

dase des différents t issus bovins que nous avons étudiés, comne cela a déjà 
é t é  observé chez d'autres espèces (RIORDAN e t  SLAVIK, 1974). La Con A 

imobi l isée sur des b i l les  d'agarose fixe la 5'nucléotidase de quelque 
origine membranaire qu 'e l le  s o i t ,  e t  1 'élution e s t  obtenue par 1 '  a-méthyl- 
mannose (100 m M ) .  

Cependant, les interactions de 1 'enzyme avec d'autres lectines,  
de spécificités différentes, varient selon le  t issu.  Le tableau II  récapitule 
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Tableau II  : Interaction des lectines avec la 5'nucléotidase des membranes 
plasmiques de différents t issus.  

w G. C. S. : gang1 ion cervical supérieur 



1 ' e f f e t  des lectines sur la  5 'nucléotidase membranai re des différents 
t issus bovins. Seul, l'enzyme lymphocytaire n ' e s t  pas inhibé par la  WGA. 

L'inhibition observée en présence de lectines e s t  de type apparemnent 
non compétitif ; e l l e  se produit non seulement avec les membranes intactes ,  
mais aussi avec 1 'enzyme solubi l isé  en présence de détergents. Le phénomène 
e s t  réversible en présence de sucres compétiteurs. La chromatographie 
d 'a f f in i té  sur lectines immobi 1 isées confirme que 1 'interaction 5'nucléo- 
tidase-lectine résulte d'une interaction directe, impliquant la structure 
saccharidique de 1 'enzyme. 

Les résul ta ts  expérimentaux obtenus nous permettent de proposer 
un type de structure glycannique de l a  5'nucléoti dase des membranes plasmi- 
ques lymphocytaires. L'enzyme, reconnu p a r  l a  Con A e t  par l a  LCA, e t  
non par la  WGA, pourrait avoir une structure glycannique de type oligomanno- 
sidique. Cependant, les enzymes membranaires du muscle e t  du noyau caudé 
interagissent avec la  WGA e t  ne semblent donc pas présenter une structure 
comparable à ce1 l e  de 1 'enzyme lymphocytai re. 

Cl Traitement Dar les s l  vcosi dases 

1) exogl~cosi  --- - --------- dases 

Le traitement des membranes plasmiques lymphocytaires par 
1 'a-D-mannosidase modifie l e  comportement de la 5'nucléotidase vis-à-vis 
des lectines. L 'act ivi té  enzymatique devient moins sensible à la Con A ,  

e t  i l  apparait au contraire une inhibition par l a  WGA. Cette interaction 
e s t  confirmée par la  chromatographie d 'a f f in i te  sur  WGA Ultrogel. 11 semble 
donc que l a  glycosidase hydrolyse des résidus a-mannosyls, entraînant a insi  
1 'apparition d'une structure glycannique résiduel l e ,  capable de f ixer  l a  
WGA. Ceci e s t  en faveur d'une structure oligomannosidique. 

Lorsque les membranes de noyau caudé sont t ra i tées  par la  
neuraminidase, 51% de 1 ' a c t iv i t é  5'nucléotidase e s t  inhibée par la  PNA. 

L'apparition d'une i n h i  bition par la PNA résulte probablement du démasquage 
par l a  neuraminidase d ' u n  résidu 6-D-galactose inclus dans une structure 



N-acétyl- lactosaminique. L'action de la  neuraminidase ne modifie pas l ' e f f e t  
inhibiteur de la Con A ,  alors que celui de l a  WGA e s t  sensiblement diminué, 
passant de 80% à 56%. 

2 )  endogl ---- - ycosi --------- dases 

Lorsque les membranes de noyau caudé sont t ra i tées  par 
1 'endoglycosidase H ,  q u i  reconnait e t  hydrolyse des structures de type 
01 i gomannosi dique (VARKI e t  KORNFELD, 1983), aucune modification de 1 ' in- 
teracti  on de la 5'nucléoti dase avec les lectines n ' e s t  observée. Cependant, 
le  traitement des membranes lymphocytaires par cet te  même glycosidase, 
provoque une sens ib i l i té  de l a  5'nucléotidase à l a  WGA (Figure 1). Ces obser- 
vations confirment que la  structure glycannique de 1 a 5'nucl éotidase de 
noyau caudé n ' e s t  pas de type oligomannosidique, contrairement à cel le  de 
1 'enzyme lymphocytai re. I l  apparai t donc que l e  glycanne de la  5 'nucléotidase 
de la membrane plasmique du lymphocyte e s t  bien de type oligomannosidique. 

I I  - L 'ACETYLCHOLINESTERASE ...................... ...................... 

A )  Constantes cinétiques 

La méthode de purification des lymphocytes que nous avons 
adoptée nous a permis d'obtenir une population ce1 lu1 aire  t r è s  purif iée , 
excluant toute contamination par les érythrocytes. Nous avons ainsi pu 

mettre en évidence une ac t iv i t é  acétyl ch01 inestérase, 1 iée aux membranes 
plasmiques de lymphocytes de boeuf. L 'act ivi té  spécifique de 1 'acétylcho- 
linestérase de différents t i ssus ,  e t  en part icul ier  de différentes prépa- 
rations membranai res,  e s t  t rès  variable. Néanmoins, à 1 'exception de 
l'enzyme lymphocytaire, les km de ces enzymes sont,  semble-t-il, les 
mêmes (Tableau 1 I I ) .  
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B) E f f e t  des l e c t i n e s  

Les l e c t i n e s  que nous avons étudiées n ' i n t e r f è r e n t  généralement 

pas avec 1  ' a c t i v i  t é  de 1  ' acé ty l  ch01 i nes térase, à 1  'except ion de 1  'enzyme des 

membranes de lymphocytes. En e f f e t ,  en présence d'UEA e t  TpAy 1  ' a c t i v i t é  

acéty lchol inestérase des membranes plasmiques de lymphocyte e s t  fortement 

i n h i  bée (70%). Cette i n h i b i t i o n  de type apparemment non compét i t i f ,  e s t  

r é v e r s i b l e  en présence d'a-L-fucose ( -50 mM) . La chromatographie d ' a f f i n i t é  

s u r  colonne UEA immobi l isée permet d'observer une assoc ia t ion  enzyme-lectine. 

Le t r a i  tement par 1  'a-L-fucosidase ab01 i t ces i n t e r a c t i o n s  ( i n h i b i t i o n  e t  

f i x a t i o n ) .  

L '  a c t i v i t é  acé ty l  ch01 inestérase a  é t é  mesurée en présence 

d 'au t res  l e c t i n e s  (Con A, LCA, WGA) ; aucun e f f e t  i n h i b i t e u r  n ' a  é té  observé. 

Cependant, l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  sur  Con A e t  LCA immobil isées permet 

l a  f i x a t i o n  de 1  'enzyme qu i  peu t  ê t r e  é lué  par  1  ' a-méthyl-mannose (200 mM) ; 

nous n'avons observé au c o n t r a i r e  aucune f i x a t i o n  sur  WGA (Tableau I V ) .  

C) Etude des formes molécula i res de 1  ' acé ty l  chol inestérase membranai r e  

, des d i f f é r e n t s  t i ssus .  I n te rac t i ons  avec l e s  l ec t i nes .  

Les c o e f f i c i e n t s  de sédimentation des d i f f é r e n t e s  formes molé- 

c u l  a i res  de 1  ' acéty l  ch01 inestérase sont  déterminés pa r  c e n t r i f u g a t i o n  en 

grad ien t  cont inu de saccharose (5-20%), selon l a  méthode de MARTIN e t  AMES 

(1961), en présence de T r i t o n  X-100 ( 1 9  NaCl 1 M, MgC12 50 mM, Tris.HC1 

10 mM, pH 7, bac i t rac ine  0,1%. Les membranes s o l u b i l i s é e s  par  l e  T r i t o n  X-100 (1%) 

sont  centr i fugées à 100 000 g  pendant 1 heure, pu i s  l e  surnageant e s t  déposé 

avec ou sans l ec t i nes  au sommet du gradient .  La c e n t r i f u g a t i o n  e s t  e f fec tuée 

à 40 000 RPM pendant 20 heures à 4°C (Rotor SW 41 Beckman). Les marqueurs 

i n te rnes  i n c l u s  dans l e  dépôt sont  l a  phosphatase a l  c a l  i n e  d '~schez4ch ia  c o Z i  

(6 , l  S), e t  l a  cata lase de f o i e  de boeuf (11,3 S). 

Dans l e s  membranes plasmiques de lymphocytes, nous avons 

ca rac té r i sé  une forme g l o b u l a i r e  d  ' acé ty l  ch01 inestérase G2. Le p r o f i  1  de 

sédimentat ion e s t  sensiblement mod i f ié  lorsque 1  ' e x t r a i  t e s t  p r é i  ncubé en 



TABLEAU I V  

INTERACTION des LECTINES avec 1 'ACETYLCHOLINESTERASE 

1 

SPECIF IC ITE  des LECTINES 

Or ig ine  des 
acé ty l  ch01 i nes térases 

Lymphocytes 

Ery th rocy tes  

Noyau caudé 

Ganglion c e r v i c a l  
supér ieur  

Muscle 
sque le t t i que  

L 

Formes 
mol écu1 a i  res 

G2 

G2 

G4 

G4 
1 

G4 
G2 

W.G.A. 

NeuNAc 
GTcNAc 

- 

- 

++ 

++ - 

++ 
+ 

U.E.A. 

CC -L-FUC 

+ 
i n h i b i t i o n  70% 

- 

- 

- 
- 

- 
- 

Con A 

D-Man 
D-Gl  c 

++ 

- 

++ 

+ 
++ 

++ 
+ 



présence de LCA ou de Con A. Le p i c  d ' a c t i v i t é  acéty lcho l ines térase e s t  

sensiblement rédui t p a r  rappor t  au témoin, ind iquant  a i n s i  une p réc i  p i  t a t i o n  

de 1  'enzyme par  les  l e c t i n e s .  

Dans l e  cas de l a  membrane é ry th rocy ta i re ,  nous avons également 

ca rac té r i  sé une forme molécu la i re  G2, mais ce1 l e - c i  ne présente aucune 

i n t e r a c t i o n  avec l es  l e c t i n e s  (Con A, LCA, WGA, PNA). Ceci é t a i t  surprenant 

ca r  l ' acé ty l cho l i nes té rase  des membranes d'hématies a  é t é  b ien  carac tér isée 

comme une g lycoproté ine (NIDAY e t  a l .  , 1977). Nous avons aussi confirmé 

1  ' absence d  ' i n t e r a c t i o n  de 1  ' acéty l  ch01 i nestérase des membranes érythrocy-  

t a i  res avec l e s  l ec t i nes ,  par  des techniques de chromatographie d ' a f f i n i  té .  

En e f f e t ,  d i f f é r e n t e s  l e c t i n e s  immobil isées (Con A, WGA, PNA, LCA, UEA) 

ne f i x e n t  pas 1  'acé ty l  ch01 inestérase é ry th rocy ta i  r e  préalablement so lub i  1  isée. 

S i  c e t t e  non a c c e s s i b i l i t é  du glycanne par  l e s  l e c t i n e s  p a r a i t  curieuse, 

nous ne pouvons pas avancer l 'hypothèse d'une absence de g l ycosy la t i on  de 

l a  proté ine.  En ef fet ,  nous pourr ions aussi ê t r e  en présence d'une conforma- 

t i o n  p a r t i c u l i è r e  de l 'enzyme qu i  f e r a i t  que l e  glycanne ne puisse pas ê t r e  

reconnu pa r  l e s  l ec t i nes .  

Seule, l a  forme g lobu la i re  tét ramér ique G4 e s t  présente au 

niveau des membranes du noyau caudé. La sédimentat ion en g rad ien t  cont inu de 

saccharose montre que 1  'ampl i t u d e  du p i c  d ' a c t i v i t é  acéty lchol  inestérase 

e s t  rédu i te ,  lorsque 1  'enzyme e s t  préincubé avec l a  Con A, l a  LCA ou l a  WGA. 

Contrairement à l a  forme molécu la i re  G2 du lymphocyte, 1  'enzyme nerveux e s t  

reconnu pa r  l a  WGA. De p lus,  lorsque l e s  membranes sont  soumises à l ' a c t i o n  

de l a  neurarninidase, 1  ' i n t e r a c t i o n  avec l a  WGA e s t  sensiblement rédui te,  

a l o r s  qu 'appara i t  une f i x a t i o n  de l a  PNA, ind iquant  sans doute l e  démasquage 

d'un galactose. Ce r é s u l t a t  e s t  p lus  longuement développé dans l e  t ro is ième 

chap i t re  de notre mémoire. 

Les membranes du gangl ion ce rv i ca l  supér ieur  possèdent deux 

formes g lobu la i res  prédominantes (G1 e t  G4), avec une p ropo r t i on  p lus  f a i b l e  

de dimères ( G 2 )  La sédimentat ion en grad ien t  de saccharose nous a  permis de 

me t t re  en évidence que l e s  formes G1 e t  G4 réag issa ien t  avec l a  Con A, e t  

que seule G4 reconnait  l a  WGA. Ces r é s u l t a t s  montrent que l e s  formes 

moléculai  res de 1  ' acé ty l  ch01 inestérase ne d i  f f è r e n t  pas seulement par  l e u r  



structure quaternaire, mais aussi par l a  nature de leur glycanne au sein 
d' un même t issu.  De pl us, l e  tétramère G4 du gang1 ion cervi cal , reconnu 
par la  WGA, a une structure glycannique probablement différente de cel le  
de la  forme moléculaire G4 des membranes de noyau caudé. 

Le sarcolemme du muscle digastrique possède, quant à l u i ,  
les  formes G2 e t  G4 qui reconnaissent l a  Con A e t  l a  WGA. 11 n'apparai t 
aucune d i  fférence notable permettant de conclure que leurs structures 
glycanniques soient différentes.  11 e s t  possible cependant que l a  forme G 2 ,  

qui représente peut-être un précurseur de l a  forme plus complexe G4,  ne 
possède q u  'une glycosylation incomplète. Par a i  1 leurs,  i 1 e s t  évident que 
la structure glycannique de 1 a forme G2 du muscle digastrique e s t  différente 
de cel le  du lymphocyte (Tableau IV). 

I I I  - INFLUENCE D E  L A  STRUCTURE GLYCANNIQUE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ..................................... 

A )  Sur 1 ' a f f in i t é  pour les  substrats 

Comme nous 1 'avons v u ,  l e  traitement des différentes prépara- 
tions enzymatiques par les glycosidases, modifie leurs glycannes, comme 
1 'indiquent les variations des interactions avec les lectines. Par exemple 
dans l e  cas de l a  5'nucléotidase e t  de 1 'acétylcholinestérase des membranes 
de noyau caudé, nous avons observé l e  démasquage d'un résidu galactose après 
désialylation. De même, dans l e  cas du lymphocyte, l e  traitement par 
1 ' a-mannosi dase permet une fixation sur 1 a WGA. Cependant, 1 'amputation 
partiel  l e  de 1 a structure glycannique n 'a  provoqué aucune modi f i  cation dans 
1 ' a f f in i t é  des deux enzymes pour leur substrat  respectif (5'AMP, acétyl- 
t h i  ochol ine). 



B )  S u r  l a  réactivité a9ec un anticorps 

Un anticorps préparé contre l a  forme G4 du cerveau de r a t  
réagit avec 1 ' acétyl ch01 ines térase de boeuf (MARSH e t  al. , 1984). Cet 
anticorps reconnait également toutes les  formes obtenues à p a r t i r  des diffé-  
rents t issus.  En parti cul i e r ,  i 1 ne différencie pas les acétyl ch01 ines té- 
rases de lymphocytes e t  d'érythrocytes, dont nous avons vu que les  interac- 
tions avec les  lectines sont t rès  différentes. 11 apparait donc que la  
reconnaissance antigénique dans ce cas précis n ' e s t  pas dépendante de l a  
structure glycannique des différentes formes moléculaires de 1 'acétylcholi- 
nestérase. Cette observation semble à priori  en accord avec l e  caractère 
peu immunogène des sucres. 

IV - CONCLUSION ----- ----- ---------- 

Cette première étude des interactions de la 5'nucléotidase 
e t  de 1 'acétylchol inestérase membranai~s avec des lectines de spécif ic i té  
saccharidique variées, nous a permis de montrer qu'un même enzyme glycopro- 
téique membranaire peut ê t r e  reconnu par des lectines de façon différente,  
selonhnoriçine t issulaire .  La structure glycannique peut donc varier d ' u n  

t issu à 1 ' autre. Cependant, l a  réacti vi t é  de 1 ' acétylchol inestérase des 
différents t i ssus  bovins avec les anticorps, orientés contre l a  forme molé- 
culaire d'acétylcholinestérase G4 du cerveau de r a t ,  e s t  en faveur d'une 
grande simili  tude peptidique. 

Par a i l leurs ,  les  interactions avec les lectines e t  les 
séquences gluci diques peuvent affecter  1 ' ac t iv i t é  catalytique ou n 'avoir 
aucune influence. En e f f e t  , 1 'acétyl ch01 inestérase des différentes mem- 
branes reconnai t certaines lectines mais son ac t iv i té  n ' e s t  pas affectée 
par leur f ixat ion,  à 1 'exception de 1 'enzyme lymphocytaire q u i ,  l u i ,  e s t  
sensible aux agglutinines spécifiques de 1 ' a-L-fucose (UEA e t  TPA). Ce- 
pendant, l a  5'nucléotidase e s t  inhibée par toutes les  lectines qui 



reconnaissent sa structure glycannique. Ce1 le-ci e s t  donc probablement 
localisée dans l e  voisinage du s i t e  catalytique, ou exerce une influence 
déterminante sur  l a  conformation de la  protéine. 

Dans l e  cas de l 'acétylcholinestérase, nous avons observé 
différentes formes mol écu1 ai res de 1 'enzyme 1 i é  aux membranes plasmiques. 
C'est  par exemple la  forme globulaire G4 que 1 'on rencontre au niveau des 
membranes du noyau caudé e t  du muscle squelettique, alors que l a  forme 
dimérique G2 e s t  prédominante dans les membranes de lymphocytes e t  d'éry- 
throcytes. Dans l e  ganglion cervical supérieur, on trouve deux formes 
globulaires G1 e t  G4, qui réagissent différemment avec les lectines.  Cette 
observation pose l e  problème de la  glycosylation des formes monomériques 
e t  de l a  biosynthèse des formes plus élaborées. 11 n ' e s t  peut-être pas 
fo r tu i t  que l a  forme plus complexe G4 se rencontre dans les membranes 
de cel lules  nerveuses ou musculaires, alors que la  forme G2 e s t  seule 
présente dans les  membranes de cellules sanguines, q u i  ne sont pas impli- 
quées dans 1 a neurotransmission ch01 i nergique. G4 apparai t r a i  t donc comme 
la  forme physiologiquement responsable de l'hydrolyse de l 'acétylcholine 
au niveau synaptique. 

Les travaux récents de ROTUNDO (1984) sur des muscles de 
ca i l l e  en culture ont montré qu'à pa r t i r  de sous-unités déjà glycosylées, 
1 ' assemblage en polymère (Al2) s 'effectuai t  au niveau de 1 ' apparei 1 de 
Go1 gi . I l  existe donc une compartimentation subcel 1 ul a i  re des différentes 
formes de l 'acétylcholinestérase. Dans l e  cas de l a  lignée de cellules 
nerveuses murines T28, on a montré qu ' i l  existe en e f f e t  plusieurs compar- 
timents de la  forme intracel lulaire  G1. L ' u n  d'eux pourrait ê t r e  l e  pré- 
curseur des formes polymériques G2 e t  G 4 ,  alors que l a  majeure partie de 
cet  enzyme e s t  dégradée (LAZAR e t  al. , 1984). Ces observations suggèrent 
que les  différents compartiments subcel 1 ul ai res pourraient différer  dans 
leur glycosylation. En par t icu l ie r ,  on peut supposer q u  'un compartiment 
de forme G1 de type N-acétyl-lactosaminique se ra i t  l e  précurseur des formes 
polymériques (G2 e t  G4) des membranes de ganglion cervical supérieur e t  
qu'un autre compartiment de G1, possèdant peut-être une structure glycannique 



de type 01 igomannosidique, s e r a i t  destiné à 1 a dégradation. 

On peut expl iquer ce t te  di versi t é  de 1 ' acétyl ch01 inestérase 
e t  de l a  5'nucléotidase de plusieurs façons : 

- 1 'existence de gènes d is t inc ts  ou des remaniements au 
niveau des ARN messagers ( "spl icing" d i f fé rent ie l s ) ,  amènerait à des 
structures polypeptidiques qui induisent des glycosylations e t  des distinc- 
tions ce1 lu la i res  différentes. Malgré 1 ' immunoréacti vi t é  croisée, on ne 
peut exclure 1 'existence de séquences polypeptidiques variables d'une mo- 
lécule à l 'autre ,  q u i  pourrai t en quelque sorte constituer un "signal 
qua l i t a t i f "  de glycosylation de l a  protéine. Ces structures seraient 
restreintes  e t  n'interviendraient que t rès  faiblement dans la réactivité 
avec un anticorps orienté contre 1 ' enzyme. 

- ou bien, les  différences pourraient s '  introduire seulement 
au niveau post-traductionnel, e t  permettraient éventuellement une régula- 
tion du métabolisme e t  du transport subcellulaire de l'enzyme, indépendan- 
t e  de l a  traduction. 

Cependant, toute hypothèse concernant la  glycosylation de 
ces molécules ne peut ê t r e  avancée que s i  l a  détermination précise des 
chaines glycanniques e s t  effectuée, selon l a  nature du glycanne oligomanno- 
sidique, N-acétyl-1 actosaminique ou hybride, de structure d i ,  tri , tétra- 
antennée (pl us ou moins complète). L'étude des mécanismes d '  action des 
glycosyl transferases e t  des glycosi dases lysosomi ales devrait aussi contri - 
buer à la connaissance de ces phénomènes. 

L'interaction des lectines avec la  5'nucléotidase e t  1 'acétyl- 
cholinestérase nous a donc permis de dédui re une hétérogénéité, de la 
structure glycannique, l iée  à 1 'origine t i ssu la i re .  Afin de préciser l e  
type de glycanne de chacune des molécules, nous avons envisagé l a  purifi- 
cation de certaines d'entre el les .  



Dans le chapi tre sui van t ,  nous exposerons comment, après 
puri f i  cation de 1 a 5'nucléotidase des membranes plasmiques de foie de 
boeuf, nous avons produit un immunsérum. Nous étudierons l a  réactivité de 
ces anticorps avec 1 'enzyme des différents tissus. 
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Interactions with lectins indicate differences in the carbohydrate 
composition of the membrane-bound enzymes 
acetylcholinesterase and 5'-nucleotidase in different ce11 types. 

Khaled MÉFLAH*, Serge BERNARD* and Jean MASSOULIÉ**'. 

* Laboratoire de Biochimie Médicale, Université de Nantes. 1, me Gaston Veil, 44000 Nantes. 
** Laboratoire de Neurobiologie, Ecole Normale Supérieure, 46, rue d'Ulm, 75005 Paris. 

(Reçu le 24-11-1983. accepté le 30-1-1984). 

Résumé - Nous avons étudié les interactions de diverses lectines avec deux enzymes membranai- 
res. la 5'-nucléotidase et l'acétylcholinestérme, obtenues à partir de divers tissus de b m f :  Nous 
observons des différences qui indiquent que les chaînes polysaccharidiques de chacune de ces 
protéines varient suivant les tissus. 

Les lectines qui se lient à la 5'-nucléotidme inhibent aussi partiellement son activité. La 
5'-nucléotidase des membranes lymphocytaires n'interagit pas avec l'agglutinine de germe de blé 
(WGA), contrairement aux enzymes des membranes d'hépatocytes et de noyau caudé. Cette 
différence est c o n f i é e  par l'eflet de la neuraminidase, qui suggère que l'enzyme de lymphocytes, 
contrairement aux autres, ne possède pas d'acide sialique. 

Nous avons étudié les interactions de l'acétyfcholinestémse avec les lectines par adsorption 
sur des colonnes de lectines immobilisées. et par sédimentation. L'activité catalytique n'est 
généralement par aflectée, sauf dans le cas de l'acétylcholinestérase de lymphocyte gui est inhibée 
par l'agglutinine d'Ulex europeus, spécifique du fucose. Cette inhibition est levée en présence de 
a-L- fucose mais non de a-D- fucose, et réduite après traitement par la a-L- fucosidase. Cet enzyme 
se distingue aussi par son Km plus élevé, bien qu'il paraisse immunologiquement équivalent aux 
acétylcholinestérases d'autres tissus. 

Les différentes formes d'acétylcholinestérase présentes dans un même tissu peuvent différer 
dans leurs interactions avec les lectines. C'est ainsi que dans le muscle G, porte des carbohydrates 
de type complexe, alors que G, ne semble comporter que des chaînes à mannoses terminaux. Nous 
examinons comment ces dilférences peuvent être liées aux relations biosynthétiques des différentes 
formes. 

Mots-clés : lectines / acétylcholinestérnse / 5'-nucléotidase / polymorphisme cellulaire. 

Summary - We have examined the interactions of the membrane-bound enzymes. 5'-nucleoti- 
dase and acetylcholinesterase from bovine tissues with lectins and shown that glycosylation 
contributes signiJicantly to the polymorphism of these enzymes, in a tissue-specific manner. 

Lectins which bind 5'-nucleotidase also inhibit its catalytic activity to various degrees. We 
found different specifcities with 5'-nucleotidases from various cel! types :for example lymphocyte 
5'-nucleotidase did not interact with wheat germ agglutinin. in contrast with 5'-nucleotidases from 
hepatocyte and caudate nucleus membranes. Treatment with glycohydrolases, a-D-mannosidase 
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and neuraminidase, suggested that the latter enzymes possess sialic residues which are absent in 
the lymphocyte enzyme. 

Interactions of acetylcholinesterase with lectins were demonstrated by sedimentation analysis 
and binding to immobilized lectins, but its activity was generally not afjécted. A notable exception 
was lymphocyte acetylcholinesterase which was inhibited by the fucose-binding Ulex europeus 
agglutinin. This inhibition was relieved by a-L-fucose but not by a-D-fucose and reduced after 
treatment with a-L-fucosidase. In addition this enzyme differs from acetylcholinesterases from 
other tissues by its higher Km value, although it appears immunologically equivalent. The dtrerent 
forms of acetylcholinesterase from the same tissue may differ in their interactions with lectins. 
In muscle for example G4 cam'es carbohydrate chains of the complex type whereas G, appears 
to possess only the high mannose type. We discuss the possible relationships between these forms. 

Key-words : lectias / acetylcholinesterase / 5'-nucleotidase / cellular polymorphism. 

Introduction 

Lectins, which bind glycans with a certain 
specificity for particular sugar residues [l, 21, are 
useful tools to investigate the biological signifi- 
cance of carbohydrates. We report here the results 
of a study in which we have used lectins to probe 
the structure of the carbohydrate moieties of two 
membrane-bound enzymes : 5'-nucleotidase 
(E.C. 3.1.3.5.) and acetylcholinesterase 
(E.C. 3.1.1.7.) from membranes of bovine lym- 
phocytes, erythrocytes, hepatocytes, muscle, supe- 
rior cervical ganglion and brain. The two enzymes 
are known to be glycoproteins : 5'-nucleotidase 
from various tissues has been shown to be inhi- 
bited by concanavalin A (Con A) and by Lens 
culinaris agglutinin (LCA) [3,8]. Acetylcholineste- 
rase from electric organs, as well as from erythro- 
cyte membranes, contains about 15 per cent car- 
bohydrate [9, IO]. Binding of acetylcholinesterase 
to immobilized concanavalin A has been used as 
an efficient purification step for acetylcholineste- 
rase from rat brain [ I l ,  121 and human erythro- 
cytes [13]. It has also been reported that acetyl- 
cholinesterase from rat brain appears heteroge- 
nous in its binding to various lectins [14] and it 
has been suggested that its attachement to cellular 
membranes may involve interactions with an 
endogenous lectin, ligatin [15]. 

We studied the effect of lectins on the enzy- 
matic activity of 5'-nucleotidase and acetylcholi- 
nesterase and on their sedimentation in sucrose 
gradients as well as the binding of the enzymes 
to lectin-conjugated Ultrogel columns. We also 
examined how treatment of the enzymes by 
giycohydrolases such as a-D-mannosidase and 
neuraminidase modified their interactions with 
lectins. In the present work, we used whole 
membranes and unfractionated membrane ex- 

tracts, in order to avoid, as far as possible, any 
alterations which might occur in the structure of 
the enzymes during fractionation. 

Materials and methods 

Chemicals, lectins and enzymes 

Al1 chemicals were of analytical grade. Lectins and 
Ultrogel-immobilized-lectins were purchased from In- 
dustrie Biologique Française (IBF), except UIex euro- 
peus agglutinin which was from Sigma (St Louis, 
Missouri). Neuraminidase from Clostridium perfringens. 
and a-D-mannosidase from Jack bean were purchased 
from Boehringer (Mannheim). 

Membrane preparations and solubilized extracts 

Fresh bovine tissues were obtained from the slaugh- 
terhouse. Bovine blood, retropharyngeal lymphatic 
ganglia, superior cervical ganglia, caudate nuclei, 
digastric muscle (posterior belly) and liver were obtai- 
ned less than one hour after the death of the animals. 
Lymphatic ganglia were decapsulated and dilacerated, 
and lymphocytes were recovered after filtration 
through glass wool and separation in a Ficoll gradient. . 
They were lyzed by treatment with high pressure 
nitrogen (40 atm, 30 min) and decompression. Mem- 
branes were obtained by centrifugation in a disconti- 
nuous sucrose gradient, as described by Farber et al. 
[17]. Membranes from caudate nucleus were prepared 
as described by Jones and Matus [18], except that the 
9 000 g pellet was lyzed by high pressure nitrogen and 
decompression before centrifugation in a discontinuous 
sucrose gradient. Hepatocyte [19] and muscle [19] 
membranes were prepared in a similar manner. Blood 
erythrocytes were lyzed by nitrogen decompression. 
and ghosts were washed 4 times. The membrane prepa- 
rations were finally resuspended in 1 I O  mM NaCI, 
40 mM Tris-HCI pH 7.4. Solubilized extracts were 
prepared by stimng the membrane preparations in 
2 per cent Triton X 100, 1 M NaCI, 50 mM MgC12, 
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Tris-HCI pH 7.4 for 1 hour at 40C and centrifuging at 
100 000 g for 1 hour. 

In the case of superior cervical ganglia, the pellet 
obtained after homogenization in IO mM Tris-HCI 
pH7, was solubilized in 1 per cent Triton X 100. 
10 mM Tris-HCI pH 7 and the 100 000 g supernatant 
was used as the solubilized membrane preparation. 

Treatment with glycosidases 

Effect of Iectins on 5'-nucleotidase and acetylcholi- 
nesterase activity 

The effect of lectins on the activity of acetylcholi- 
nesterase and 5'-nucleotidase was. examined on the 
membrane-bound and soluble enzymes. In each case 
the membrane preparation or solubilized extract was 
incubated for 30 minutes in 1 I O  mM NaCI, 40 mM 
Tris-HCI pH 7.4 at 370C, in the presence or absence of 
lectin, before assaying the enzyme activity. 

Membrane preparations were incubated with Chromatography on immobilized lectins 
a-D-mannosidase (2.5 U/2 mg membrane protein in 

2 ml aliquots of the solubilized extracts in 2 per cent 1 ml) or neuraminidase (0.05 U/2 mg membrane pro- Triton IOO. NaCl, 50 mM MgC12, mM 
tein in 1 ml), in 50 mM Nat-citrate pH 6.0 at 37O, for Tris-HCI pH 7.4 (2 mg protein/ml) were applied to 14 heurs and 1 hour, respectively. Membranes were ml columns, equilibrated in the same then sedimented and resuspended in 1 I O  mM NaCI, 
40 mM Tris-HCI pH 7.4. (2.6 ml/hour). Elution was performed with 200 mM 

solution of the appropriate sugar. 1 ml fractions were 

Derennination of 5'-nucleotidase and acetylcholi- 
nesterase activities 

5'-nucleotidase activity was deterrnined as indicated 
by Rackonaay et al. [I l]  : hydrolysis of 1 mM AMP 
was followed by assaying inorganic phosphate by the 
colorimetric method of Anner and Mossmayer [21]. 
Acetylcholinesterase was assayed by the method of 
Ellman et al. [22] as described previously [23]. We 
verified that the activity was in al1 cases exclusively due 
to specific acetylcholinesterase, by using ethopropa- 
zine, an inhibitor of butyrylcholinesterase. In addition, 
acetylcholinesterase from al1 sources displayed the 
characteristic property of excess substrate inhibition. 

collected and asGyed for 5'-nucleotidase and acetyl- 
cholinesterase. 

Sedimentation analysis in sucrose gradients 
The effects of lectins on the sedimentation of 

5'-nucleotidase and acetylcholinesterase were exami- 
ned in the following manner : lectin (1 mg/ml) was 
added to the solubilized extracts and 200 pl aliquots 
were layered on 5/20 per cent sucrose gradients, in 1 
per cent Triton X 100, 1 M NaCI, 50 mM MgC12, 
10 mM Tris-HCI pH 7. Centrifugation was performed 
at 40000 rev/min for 20 hours at 40 (Beckrnan SW 41 
rotor). Catalase from beef liver (1 1.3 S) and alkaline- 
phosphatase from E. coli (6.1 S )  were included as 
intemal sedimentation standards. 

TABLE 1 
Inhibition of 5'-nucleotidase by lectins. 

Specificity of the lectins 
- - - -  

Uler eumpew Lem culinans concanavalin A wheat germ 
agglutinin agglutinin 

(Con A) agglutinin 
(UEA) &CA) (WGA) 

D -g i l l~X 
L -fucose 

D - ~ ~ U C O S ~  Neuraminic acid 
D -mannose D -mannose N-acety lglucosamine 

Origin of Specific aaivity Km binding inhibition binding inhibition binding inhibition binding inhibition 
Y-nucleotidase (pmoVmin/mg protein) (pM) 

Lymphcqte membranes 0.26 110 - - t 85% + 90% - - 
Hepatcqte membranes 0.30 135 - - + 25% + 90% + 50% 

Caudate nucleus 
membranes 

The inhibitory effects of lectins were similar with solubilized extracts. Interactions between lectins and solubilized 5'-nu- 
cleotidase were demonstrated by chrornatography on imrnobilized lectins (cf. Fig. 2) and confirrned by sedirnentation analysis; 
5'-nucleotidase from lymphocytes was found to sediment at 5.5 S and is probably dimeric; brain membranes contain a similar form, 
as well as a minor (about 10 per cent sedimenting one (1 l S) which is probably a tetramer. 
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Resul ts modified by salt, up to 2 M NaCI; it is non 
competitive and, in the presence of an excess of 

In the case of 5'-nucleotidase, we found that 
lectins interacting with the solubilized enzyme, as 
shown by sedimentation or by binding to immobi- 
lized lectins, also inhibit the catalytic activity of 
the membrane-bound or solubilized enzyme (in 
this case, the activity was assayed on the total 
incubation mixture, so that the observed effect is 
independent of possible precipitation (table 1). 
Concanavalin A (Con A) for example inhibits in 
a similar manner 5'-nucleotidase from the diffe- 
rent sources. We found that this inhibition is not 

lectin, we found a residual activity (10-15 per cent 
of the control) (ftg. I), which must be due to the 
lectin-enzyme complex, since the totality of the 
enzyme was bound to immobilized Con A (fig. 2), 
as reported previously by Domand et al. [5]. It 
should be noted that although Lens culinaris 
agglutinin (LCA) was also inhibitory for lympho- 
cyte 5'-nucleotidase, only 30 per cent of the 
enzyme was retained on the LCA-conjugated 
column. This partial binding corresponds to a 
lower capacity of the column, and not to hetero- 
geneity of the enzyme : an equivalent activity can 
be bound by applying the wash-through fraction 

. m.........------*.--... * ....... 
PNA 

A ....... ... ...... A.. ............... A 

WGA PNA 

Lymphocytes,control @ 

- - - - 

1 Synaptosornes. controi @ 

Con A - - - 

synaptorornes.treated @ 
........ .......... ........ -5.. 

.S.. WGA *-.-.--.-A. -."L.. &." 4 

*L-----..-----.------ ------. --.--. 
50 PN A i 

ConA 

O! I 1 I 

1 LECTIN (mg/rng protein) 

Fie. 1. - Eflect of lecritis otr the activit.v of 5'-1ritcleotidase~fr0tr1 hovirre Ijritphocj~res and hrairt s~tiaptosorrtes hefore atid after 
treati?retrt ivith a-D-trtantrosidase atrd t~eitratrlitiidase. 

O0 

The 5'-nucleotidase activity of a membrane preparation (see legend of table 1) is plotted as a functton of the lectin 
concentration. expressed as mg leciing/mg membrane proiein. 

(A) and (8) controi and a-bmannosidase-treated lymphocyte membranes : treaied membranes are less inhibited by Con A. 
and become sensitive io WGA. 

(Cf and (D) control and neuraminidase-treaied synaptosomal membranes : neuraminidase does noi modify the effect of Con 
A. reduces that of WGA. and allows PNA to become inhibitory. 
(n) concanavalin A (Con A); ( m - - m )  peanut agglutinin (PNA): ( A  . . .  A )  wheat germ agglutinin (WGA). 

I I I 
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to a second, identical column, and al1 activity may 
be eventually bound, and specifically released by 
using three successive columns (results not 
shown). 

Figure 1 illustrates how lectin interactions 
reveal differences between 5'-nucleotidases from 
lymphocytes and caudate nucleus membranes : 
while Con A is inhibitory in both cases, wheat 
germ agglutinin (WGA) inhibits only the latter 
enzyme. It seems likely that Con A binds to a 
terminal mannose since its effect is reduced after 
incubation of lymphocyte 5'-nucleotidase with 
a-D-mannosidase; the modified enzyme also 
becomes sensitive to WGA, suggesting that an 
N-acetyigiucosamine residue, attached to the 

central core $-mannose, is rendered accessible to 
the lectin by removal of terminal a-mannose 
residues. The interaction of WGA with S'-nu- 
cleotidase from caudate nucleus membranes 
seems to take place through a terminal sialic acid 
residue, since neuraminidase treatment reduces 
the effect of this lectin, and allows peanut ag- 
glutinin (PNA) to inhibit the enzyme, probably by 
unmasking a galactose residue, as further de- 
monstrated in another article [24]. 

Although the 5'-nucieotidases from caudate 
nucleus and hepatocyte membranes are both 
sensitive to LCA, WGA and Con A, they differ 
markedly in the degree of inhibition observed in 
the presence of these lectins (table 1). These 

.5 - 
@ Concanavalin A 10 

.25 - C 

rn 

. 5 r  .5- 

@ E 
Lens Culinaris Agglutinin - 10 

1 
A 

aa - L 
UY 
Q) 
E .- - .? 

.= 
T 
2 

- 5  
- 

I I I l 
4 

10 20 30 10 20 Fractions 

Frû 2. - Binding of 5'-nucleondase and acetylcholinesremse. solubilized from Iymphocyres membranes. by lecrin-conjugared 
UltmgeI. 

A solubilized extract from lymphocyte membranes was applied to lectin conjugated columns, and eluted with 2ûû mM 
competing sugar. (A, a-L-fucose; B, C, wmannose; O, N-acetylglucosamine) as indicated by the arrows. 

A . . . A 5'-nucfeotidase acetylcholinesterase. 
(A) UEA-conjugated Ultrogel weakly retains acetylcholinesterase but not 5'-nucleotidase. in agreement with inhibition 

expetiments. 
(B) Con A-conjugated Ultrogel retains both enzymes quantitatively. 
(C)  LCAconjugated Ultrogel panially retains both enzymes. 
(0) WGA-conjugated Ultrogel does not bind the lymphocyte enzymes. 

BIOCHIMIE. 1984, 66, no 1. 



64 K. Meflah and coll. 

effects probably reveal differences in the glyco- 
sidic moieties of the enzymes obtained from 
various cells. 

B. Acetylcholinestemse 
In general 5'-nucleotidase and acetylcholines- 

terase from lymphocyte membranes bind to im- 
mobilized lectins with the same specificity and a 
remarkably similar efficiency (fig. 2) : in the case 
of the LCA column we observed for example an 
incomplete binding to the LCA column; but the 
totality of both enzymes could be bound and 
released by using three successive columns; this 
probably indicates a competition of the enzymes 
with other constituent5 of the crude extracts. In 
contrast with other lectins Ulex europeus aggluti- 
nin (UEA) appeared to interact only with acetyl- 
cholinesterase. 

The effects of lectins on the catalytic activity 
of the two enzymes were very different : acetyl- 
cholinesterase activity was generally not affected 
by lectins although it was bound by immobilized 
lectins (cf. fig. 2 and table II). We only observed 
an inhibition in the case of acetylcholinesterase 
from lymphocytes, which was inhibited 35 per 
cent by Lotus tetragonolobus agglutinin (LTA) and 
70 per cent by UEA in excess (2 mg lectin/mg 
membrane protein). The inhibition of lymphocyte 

acetylcholinesterase by UEA was suppressed in 
the presence of a-L-fucose, but not of a-D-fucose 
(fig. 3). It was also reduced after treatment of the 
enzyme preparation with a-rifucosidase. As no- 
ted for 5'-nucleotidase, the residual activity of the 
lectin-acetylcholinesterase complex was not affec- 
ted by salt, up to 2 M NaCI. The inhibitory effects 
of UEA and LTA on lymphocyte acetylcholines- 
terase clearly indicate that its carbohydrates differ 
from those of lymphocyte 5'-nucleotidase which 
is neither bound nor inhibited by these lectins. 
Thcy are also different from those of acetylcholi- 
nesterases from other ongins which are not inhi- 
bited by UEA and do not bind to UEA immobili- 
zed columns. These observations therefore sug- 
gest that only acetylcholinesterase from lympho- 
cytes possesses a fucose residue, accessible for 
lectin interaction. Lymphocytes membranes were 
incubated with Con A in excess, and then with 
UEA. In this case we did not observe any inhi- 
bition of the acetylcholinesterase activity, proba- 
bly because the binding of Con A to the polysa~ 
charidic chain prevented further interaction with 
UEA by stenc hindrance. 

Because of the lack of inhibition observed in 
most cases, we studied interactions between 
acetylcholinesterase and lectins mainly by chro- 
matography on immobilized lectins (cf. fig. 2). 
Interactions were also demonstrated in some 

TABLE I I  
Interactions of lectins with acetyIchoIinesterase as indicated by sedimentation ana&sis 

-A- -; v main 1:- A whcat germ 

(Con A) 
agglutinin 
(WGA) 

LYrn~hocYteS 0.065 0.35 GI t t t - 
(70 % inhibition) I 

~ h I o c y t ~  1.620 0.15 Gz - - l - 
Caudate nucleus 0.690 0.15 G, - t t  ++ 
Superior cervical 035 0.15 G4 - t ++ 
ganglion GI - ++ - 

The only inhibition observed with lectins was obtained with UEA for lymphocyte acetylcholinesterase (cf. fig. 3). In this case, 
we observed a partial binding to lectin~njugated Ultrogel. 

Binding was demonstrated by affinity chromatography on irnmobilized lectins (cf. fig. 2) and/or by sedimentation analysis : 
the lectin reduced the peaks of acetylcholinesterase activity, either producing faster sedimenting aggregates, or precipitating the 
enzyme to the bottom of the tube (cf. figs. 4 and 5) : + + indicates that the peak was almost entirely displaced, and + that it was 
siil1 present but significantly reduced. The lymphocyte and erythrocyte enzymes were not retained on WGA columns ,the 
effect of LCA was very similar to that of Con A. 
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Ulex Europeus Agglutinin 
n 

I 1 

O a5 1 1.5 2 
mg lectin/mg protein 

0- 
O 10 20 30 40 50 mM 

sugar 

FIG. 3. - Effect of Ulex eutopeus agglurinin on the acrivity of acetylcholinesreme from bovine ~mphocytes. 

A - Acetylcholinesterase extracts were incubated in the presence of lectin in 2 per cent Triton X 100, 1 M NaCI, 
50 mM MgCl>. 10 mM Tris-HCI pH 7.4, and 100 pl aliquots were assayed in I ml of Ellman medium as describeci previously 123). 

B - The inhibition observed with 0.5 mg leain/rng protein was relieved by L-fucose (u), but not by o-fucose ( A -- A). 

cases by sedimentation in sucrose or CsCl gra- 
dients. It should be noted however that sucrose 
may displace lectin binding so that negative 
results are not necessarily significant : for exam- 
pie interactions of lymphocyte acetylcholineste- 
rase with UEA could not be demonstrated in this 
way. 

In the case of acetylcholinesterase we paid 
particular attention to the nature of the oligome- 
ric forms of the enzyme, as characterized by their 
sedimentation properties. Similar forms obtained 
from distinct cells were found to differ : for 
example erythrocyte and lymphocyte membranes 
both contain dimenc acetylcholinesterase (Gd, 
but only the latter interacts with Con A (fig. 4A 
and 4B), and with LCA (not shown). In fact we 
did not observe any clear interaction of acetylcho- 
linesterase from bovine erythrocytes with any of 
the lectins investigated (table II), although in 
other species the erythrocyte enzyme is known to 
be a glycoprotein [IO]. It may be that acetylcholi- 
nesterase from bovine erythrocytes is less glycosy- 
lated than that of human erythrocytes, or that its 
carbohydrate moieties are less accessible to lectin 
binding, since we did find an unambiguous effect 
of WGA on the sedimentation of the human, but 
not of the bovine enzyme, under identical expe- 

rimental conditions. We also observed that the 
human erythrocyte acetylcholinesterase was re- 
tained on immobilized Con A and WGA columns, 
while the bovine enzyme was not (data not 
shown). 

We examined whether bovine erythrocyte and 
lymphocyte acetylcholinesterase differ in other 
properties. Indeed we found that lymphocyte 
acetylcholinesterase possesses a significantly 
higher Km value (fig. 5, table II) than the enzymes 
from erythrocytes or other origins. 

Membranes from caudate nucleus contain 
exclusively the tetrameric form (G4) of acetyl- 
cholinesterase. Like 5'-nucleotidase from the 
same origin, the caudate nucleus G4 acetylcholi- 
nesterase form interacts with Con A (fig. 4C). This 
enzyme also interacts with WGA (cf. fig. 1) 
perhaps through a terminal sialic acid residue, 
since treatment with neuraminidase markedly 
reduced its binding to immobilized WGA (but not 
to immobilized Con A) (data not shown). 

In membranes from superior cervical ganglion 
(SCG) and from skeletal muscle, we found the G4 
form together with the smaller dimeric (Gz) and 
monomeric (G,) forms, Gz being predominant in 
muscle (not shown), and G,  in SCG (fig. 40). We 
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FIG. 4. - Effecr of conconovolin A on the sedimenrarion of ocer.vlcholinesierase from bovine lymphocyres. 
ewrhmcyres. coudore nucleus and superior cervical ganglion (SCG). J 
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(A) Acetylcholinesterase solubilized from lymphocyte membranes. 
(B) Acetvlcholinesterase solubilized from ervthroc~es membranes. 
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(c) ~cei~lcholinesterase solubilized from catidate nucleus membranes. 
(D) Aatylcholinesterase solubilized from SCG. - mntrol A . . . A extracts preincubated with Con A. 

4 

do not know whether the different forms, obser- 
ved after solubilization of a paniculate prepara- 
tion, derive from the same membranes or from 
distinct subcellular compartments. In any case, 
the influence of lectins on the sedimentation 
patterns indicated that the different forms did not 
interact in the same manner. In muscle extracts, 
Gd was clearly bound by both Con A and WGA, 

I - 

- 

- 

Synaptosornes 
- 

41 

- 

while GI interacted with Con A but not with 
WGA (not shown). 

f 1 

41 

In spite of their differences in polymenc form 
and in carbohydrate composition, acetylcholines- 
terase forms solubilized from membranes of 
bovine erythrocytes (G2), lymphocytes (Gz) and 
superior cervical ganglion (mainly Go) al1 reacted 
with similar titers with a rabbit antisenim raised 
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FIG. S .  - Lineweaver-Burke plot of acetylcholinestemse 
t. rolubilized from lymphocyte and ewrhroc.vte membranes. 

Acetylcholinesterase activity in solubilized extracts from 
lymphocyie and erythrocyte membranes was assayed in Ell- 
man medium containing various concentrations of acetylthio- 
choline iodide. IN values are plotted on an arbitrary scale as 
a function of substrate concentration (below excess substrate 
inhibition). The rates obtained in the presence or absence of 
0.01 per cent Triton X 100 were identical. 

O---. lymphocyte acetylcholinesterase 
O - O erythrocyte acetylcholinesterase. 

against rat brain (Gd) acetylcholinesterase, in an 
immunoprecipitation assay in the presence of 
antirabbit IgG serum. 

Discussion 

Our use of whole membranes and of non- 
fractionated solubilized membrane extracts, while 
precluding the possibility of estimating affinities 
between the enzymes and the lectins, offers the 
advantage of avoiding modifications of the enzy- 
mes which might occur during purification pro- 
cedures [23]. This approach however does not 
allow any quantitative determination of the sugar 
composition of the enzymes. The results obtained, 
as summarized in tables 1 and II, clearly show 
that 5'-nucleotidase and acetylcholinesterase from 
different cellular origins may differ in the stmc- 
ture of their glycan moieties. When the two 
enzymes coexist, they are generally similar in 
their interacticns with lectins, but there are also 
clear differences. 

It has been well established in the case of viral 
proteins that the processing of N-linked oligosac- 
charides depends not only on the enzymatic 
equipment of the ce11 but also on the conforma- 
tion of the protein [references in 251. In fact the 
carbohydrates camed by a polypeptide chain are 

not identical, and the extent of processing ap- 
pears correlated to the proximity of the N-termi- 
nus [25]. Differences in glycosylation of viral 
proteins synthesized in various types of cells have 
also been reported [25]. 

Carbohydrates are thought to be involved in a 
number of biological functions [for reviews see 
26, 271, including the determination of protein 
transport routes and destinations within the cell. 
it is therefore surprizing to find that the glycosyla- 
tion of a plasma membrane protein varies in 
different cells, as observed here. Indeed, lectin 
interactions suggest that various membrane- 
bound polypeptide hormone receptors possess 
identical carbohydrates in different tissues [28]. 

The binding of lectins inhibits 5'-nucleotidase, 
leaving only a residual activity. This suggests that 
the polysaccharidic moiety is in the close vicinity 
of the active center of the enzyme, or that it 
strongly interferes with its conformation. How- 
ever, it should be noted that 5'-nucleotidases from 
different ce11 types do not significantly differ in 
their K, values : the structure of the carbohydrate 
thus does not seem in itself to affect the catalytic 
activity. By studying the effect of giycosidases on 
the interaction of 5'-nucleotidase from bovine 
caudate nucleus with various lectins, we confir- 
med that the enzyme cames complex carbohy- 
drate chains with terminal sialic and residues and 
an intemal fucose [24]. 

In the case of acetylcholinesterase, the activity 
is in general totally insensitive to the binding of 
lectins, except for the lymphocyte enzyme which 
is partially inhibited by the fucose-specific Ulex 
europeus agglutinin (UEA) and Lotus tetragonolo- 
bus agglutinin (LTA). 

The membrane-bound forms of acetylcholines- 
terase are not the same in different ce11 types : for 
example, we found Gt in erythrocytes and lym- 
phocytes, and G4 in caudate nucleus membranes. 
This is consistent with previous findings : in 
human erythrocytes the enzyme has been 
throughly characterized as a dimeric (Gz) form 
[29], while in cultures of the murine neural T28 
ce11 line, the plasma membrane associated fonn 
is predominantly G4 [30]. If must be noted how- 
ever that there are differences between species, 
since erythrocyte membrane acetylcholinesterase 
appears to be Gi in rat [31]. 

As noted earlier, homologous forms of acetyl- 
cholinesterase from different origins may possess 
distinct interactions with lectins : the most 
conspicuous example is that of GZ forms from 
erythrocytes and lymphocytes. Although the lym- 
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phocyte enzyme appeared immunologically equi- 
valent to acetylcholinesterases from other sources, 
suggesting that the protein backbones rnay be 
identical, it differed clearly in two respects : its 
interaction with UEA, indicated by binding to 
immobilized lectin and by inhibition of its cata- 
lytic activity, and its significantly higher Km value. 
The interaction with UEA implies the presence of 
a fucose residue which does not appear to be 
present or accessible in other enzymes. The inhi- 
bitory effect of UEA contrasts with the lack of 
effect of other lectins on acetylcholinesterase 
activity, and this rnay be related to the interna1 
position of fucose in the carbohydrate chain. It 
is indeed tempting to propose that the higher K, 
value of the lymphocyte enzyme might reflect a 
conformational effect related to the structure of 
its carbohydrate chains. 

When different forms are present in the same 
tissue, e.g. in superior cervical ganglion or in 
muscle, they also show differences in their lectin 
interactions. In superior cervical ganglion for 
example, Gq, but not G,, interacts with WGA. 
Thus the tetrameric Go form is not equivalent to 
an assembly of four GI subunits. It is in fact not 
known whether G4 consis6 of identical catalytic 
subunits, and it rnay even include non catalytic 
components [32]. In any case Our results suggest 
that the Gi form cames rather simple glycans of 
the oligomannosidic type, whereas G4 possesses 
more elaborate structures of the N-acetyllactosa- 
minic type resulting from secondary remodelling 
of the carbohydrate chains [33,34]. 

Indeed, G4 appears to represent a more mature 
form of acetylcholinesterase than GI in mamma- 
iian nervous tissue, because it accumulates prefe- 
rentially during embryonic development in the 
central nervous system [35] and because it is 
ex~osed at the outer surface of the plasma 
mémbrane in T28 cells, while the GI form is 
intracellular [29,35]. There is a similar relation- 
ship between Go and the lower molecular weight 
forms in skeletal muscle, although a significant 
fraction of al1 forms is intracellular [37j. 

Studies of the metabolic renewal of acetyl- 
cholinesterase in T28 cultures have recently 
shown that each of the Gi and Gr forms consists 
of several components with distinct half-lives, 
which probably correspond to different subcellu- 
lar compartments, and rnay be destined for 
degradation, secretion, or in the case of Gi, for 
polymenzation into Gz and Gq [39]. It is likely that 
within a given cell, molecular forms correspon- 
ding to metabolically distinct pools differ in their 

state of glycosylation. In this case lectin interac- 
tions would obviously offer a most convenient 
means for analyzing the different enzyme com- 
partments. 

By analyzing lectin binding to the different 
forms of acetylcholinesterase in primary cultures 
of embryonic quail muscle cells, Rotundo recently 
provided interesting insights into their 
biosynthesis [38]. These cells synthesize GI, G2, G4 
and Ai* forms of acetylcholinesterase, and a 
fraction of al1 these forms is exposed at the outer 
ceIl surface. Whereas only a fraction of the 
globular forms (including the surface enzyme) 
interacts with WGA, this lectin binds the totality 
of the collagen tailed Ait form. This indicates that 
the assembly of this compiex molecule takes place 
after elaboration of complex oligosacchandes in 
the Golgi apparatus [34]. 

The results reported here demonstrate that 
glycosylation contributes to the polymorphism of 
acetylcholinesterase. Additional variations rnay 
be introduced by other post-translational proces- 
sing and also by differential mRNA splicing 
operating on the structural gene, or genes, which 
code for the enzyme. The molecular diversity 
observed for acetylcholinesterase rnay thus re- 
semble that of immunoglobulins : it is known for 
example that membrane-bound and secreted 
versions of the same immunoglobulin M, produ- 
ced by a given cell, differ in their mRNA splicing 
and in the structure of their glycans [40,41]. 

The membrane-bound enzymes, S-nucleoti- 
dase and acetylcholinesterase, offer an interesting 
mode1 for investigating the bioiogical significance 
of carbohydrate structures, and show that lectins 
provide an extremely useful tool to approach this 
problem. 
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PRODUCTION D'ANTICORPS ORIENTES CONTRE L A  5'NUCLEOTIDASE P U R I F I E E  

A PARTIR  DES MEMBRANES PLASMIQUES DE F O I E  DE BOEUF 



I N T R O D U C T I O N  
1 1 I 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 ' 1 ' 1 1 1 ' ' "  

Nous avons donc entrepris 1 a p u r i  f i  cation de 1 a 5 ' nucléoti dase 
des membranes plasmiques de foie de boeuf. Nous avons obtenu une préparation 
homogène en protéine hautement purifiée (16 000 fo is )  (HARB e t  a l .  , 1983), 
mais en quantité relativement faible ,  de l 'ordre de 50 ug par purification. 
De t e l l e s  quantités ne pouvaient, en aucun cas, nous permettre d'envisager 
l 'étude structurale du glycanne par des techniques physicochimiques. Nous 
avons donc entrepris la production d'un anticorps anti-5'nucléotidase des 

membranes pl asmiques du foie.  L'obtention de cet  an t i  corps nous permettrait 
d'aborder la purification de cet enzyme en plus grande quantité, par l e  
biais des techniques d1immuno-adsorption. Cette méthode permet en e f f e t  
1 'isolement de 1 a protéine antigénique en quanti t é  relativement importante, 
parfois en une seule étape (PARKINSON e t  a l .  , 1983). 

L'obtention d'immunsérum, par les  méthodes classiques d'immu- 

nisation d ' u n  lapin, peut constituer la principale d i f f icu l té ,  s i  l 'on ne 
dispose que de quantités réduites d'une protéine purifiée. En e f f e t ,  les 
doses généralement u t i l i sées  sont de 1 'ordre de quelques centaines de micro- 
grammes, selon l e  caractère antigénique de l a  molécule. 

Les quantités relativement faibles  obtenues par notre méthode 
de purification ne nous permettraient pas de mener conjointement les carac- 
t é r i  sations biochimique e t  immunologique de 1 a 5 'nucléotidase membranaire. 
Afin de réduire l e  taux de protéine nécessaire pour les immunisations, nous 
avons donc choisi de f i x e r  l'enzyme sur des b i l les  d'agarose e t  d ' in jec ter  
de manière sous-cutanée cet te  suspension de l a  protéine immobilisée. 



Dans ce chapitre, nous exposerons e t  discuterons l e  mode 

de f i x a t i o n  de 1 'enzyme avec conservation de son a c t i v i t é  enzymatique, 

1 'obtent ion d'un immunsérum des immunogl obul ines e t  l a  r é a c t i v i t é  de 

ce1 les-c i  , avec l a  5'nucléotidase membranai r e  du fo ie ,  du noyau caudé, 

du lymphocyte e t  du muscle. 
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Purification and properties of bovine liver plasma membrane 5' nucleotidase 

Jean HARB, Khaled MEFLAH, Yves DUFLOS, and Serge BERNARD 
Laboratoire de Bioahimie Médicale, Nantes 
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5'-Nucleotidase from bovine liver plasma membranes has been extracted by the zwittenonic detergent 
sulfobetaine 14, and purifed to apparent homogeneity. Two affinity chromatographies on concanavalin-A- 
Ultrogel and YAMP-Sepharose 4B followed by AcA-54- Ultrogel filtration resulted in a purification of 16000 times 
relative to the homogenate. Sodium dodecyl sulphate gel electrophoresis indicates that the apparent molecular weight 
of the subunit is 70000. Cross-linking of the native enzyme with dimethylpimelimidate followed by gel electrophoresis 
shows a band with an apparent moleeular weight of 140000 indicating that the enzyme is a dimer. Y-Nucleotidase is a 
giycoprotein and its activity is inhibited to different degrees by various lectins, indicating a direct interaction with the 
enzyme. The purified enzyme shows a sevenfold greater afinity for AMP than the membrane-bound enzyme. The 
optimum activity of the puriîïed enzyme occurs at pH 7.5 while the membrane-bound enzyme showed a wide range of 
pH optimum (7.5-8.3). An Arrhenius plot of the membrane-bound enzyme shows a break at 28"C, which 
disappears in the purified enzyme. The enzyme was inhibited by EDTA, and this inhibition was reversed by divaient 
cations. This, as well as other evidence, indicates that the enzyme contains a highly bound metal cation, perhaps 
Mn2 + or Mg2 + . 

The major contribution of plasma membrane 5'-nucleo- 
tidase to cellular purine metabolism is the hydrolysis of 
extracellular nucleoside Y-monophosphates [Il. Otherwise, 
ahnosine has been implicated in the control of biologicai 
processes such as vasodilation [2], cellular proliferation [3], 
immunosuppression [4] and hormone libration [SI. 5'- 
Nucleotidase has been shown to be a plasma transmembrane [6] 
ectoenzyrne [7,8]. In addition, the enzyme has been described as 
an integrai glycoprotein of the plasma membrane [9]. Cell- 
surface oligosaccharides, linked to aspargine residues of mem- 
brane giycoproteins, are thought to participate in a variety of 
specific biological interactions such as recognition and ad- 
hesion mechanisms [IO], since some lectins induce transmem- 
brane signais [Il]. 

In a recent study [12] we demonstrated diierences in the 
affinity of lectins for 5'-nucleotidase and acetylcholinesterase 
isolated from various bovine tissues. This phenomenon is 
probably due to a heterogeneity in glucidic structure of these 
enzymes. In order to elucidate these differences, we have 
undertaken a detailed study of liver plasma membrane 5'- 
nucleotidase. 

This paper describes the purification of 5'-nucleotidase and 
its properties compared to those of the membrane-bound 
enzyme; in addition the behaviour of the enzyme towards 
different lectins has been studied. The fact that lectins are able 
specificaiiy to recognize oligosacchande residues [13,14] allows 
us to investigate the carbohydrate structure of 5'-nucleotidase. 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals 

Sulfobetaine 14(SB 14), 3-(N,N-dimethyl-N-tetradecy1)am- 
moniopropane-1-sulfonate was obtained from Serva. Concanav- 
alin A (ConA), wheat germ agglutinin (WGA), Lens cuimaris ag- 
glutinin (LCA), concanavalin A-ultrogel(3 - 4mgjml gel), LCA- 
Ultrogel (2 - 4 mgjml gel), WGA-Ultrogel (3 - 4 mg/ml gel), 
Trisacryl GF05 and AcA-5CUltrogel were purchased from 
IBF (France). S'AMP-Sepharose 4B (2 pmolAMP/ml) and the 
electrophoresis calibration kit were obtained from Pharmacia. 
AMP, IMP, UMP, CMP and GMP were obtained from 
Boehringer, Mannheim, and TAMP, 3'AMP and glycerol 
2-phosphate from Sigma. Dimethylpimelimidate dihydro- 
chioride was obtained from Fluka. 

Buffer A: 110 mM NaCl, 40 mM Tris/HCl, pH 7.4; buffer 
B : 1 IO mM NaCI, 1 mM MnC1,/MgCi2/CaC12, 40 mM 
Tris/HCl, pH 7.4; Buffer C: llOmM NaCl, 1 mM 
MnC1,/MgClz/CaC1,, sulfobetaine 14 (SB 14) 0.4%, 40mM 
TrisiHC1, pH 7.4; buffer D:  IlOmM NaCi, 20mM glycerol 
7-phosphate, 40 mM TrisiHCI, pH 7.4. 

Isolation of plasma membranes 

Bovine liver was obtained from the slaughterhouse, put into 
buffer A, and used within 1 h after the death of the animal. 

Abbrevintions. ConA, concanavalin A; LCA, Lens culinaris agglu- Liver was homogenized as described by Fleisher and tinin; WGA, wheat germ agglutinin; SB14, sulfobetaine 14; SDS, 
sodium dodecyl sulphate. Fleisher [IS] in hypotonic buffer: 1 mM NaHC03, 2mM 

Enzymes. 5'-Nucleotidase or 5'-ribonucleotide phosphohydrolase CaC129 mM Tris/HC1 pH 8. 
(EC 3.1.3.5); alkaline phosphatase or orthophosphoric-monoester The homogenate was centnfuged at 2000 g and 40C for 
phosphohydrolase (EC 3.1.3.1); acetylcholinesterase or acetylcholine 11 min. The pellet was resuspended in hypotonic buffer and was 
acetylhydrolase (EC 3.1.1.7). recentrifuged at 1500 x g and 4 'C for 11 min. This second pellet 
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Tablez. Purificarion of Y-nucleotidase from bovine liver plasma membranes 

Fraction 
-- 

Total 5'-Nucleo tidase Alkaline phosphatase 
protein 

specific activity yield purification specific activity yield 
factor 

Homogenate - 0.016  ̂ - 1 - 
Plasma membranes 13.0 0.384 100 24 0.20 
Solubilized membranes 9.1 0.566 103 35 0.26 
ConA-Ultrogel eluate 0.8 5.466 87 341 0.50 
AMP-Sepharose eluate 0.120 33.600 80 2 100 O 
AcA 54 eluate 0.0135 256.660 69 16040 O 

' This value was the mean of six experiments 

5814i X w l v  

Fig. 1. Solubilization of 5'-nucleotidase and plasma membrane proteins 
by SB 14. Bovine liver plasma membranes were sonicated for three 10-s 
periods at 100 W and 4 OC; then 100-pl samples (0.6mg) were each 
rnixed with 100~1 different concentrations of SB 14 in buffer A to 
obtain the final concentrations shown. After agitation at 4OC during 
4 h, the samples were centnfuged at 100000 x g in a Beckman Airfuge 
for 45min. Supernatants were then assayed for proteins (CI) and 5'- 
nucleotidase activity (O) 

Lectins-Ultrogel chromatography 

In a prelirninary experiment we tried to bind solubilized 
membranes to WGA-Ultrogel and LCA-Ultrogel affinity 
columns: 95 % and 85 % of total 5'-nucleotidase activity 
applied on these respective columns was eluted in the void 
volume (results not shown). For this reason we chose to 
perform the chromatography on ConA-Ultrogel, in spite of the 
broad specificity of this lectin for sugars. ConA-Ultrogel 
columns retained almost 90 % 5'-nucleotidase activity applied 
and 87% of this activity was eluted with 0.3 M methyl a-D- 
mannoside. The enzyme was punfied by a factor of about ten 
by this step (Table 2). 

SAMP-Sepharose chromatography 

More than 90% of the activity applied on the AMP- 
Sepharose column was recovered after elution with AMP and 
desalting on Trisacryl GF 05. The enzyme was purified six times 
after this chromatography as compared to the concanavalin A 
eluate. Low-molecular-weight contaminating proteins were 
detected on SDS/polyacrylamide gel electrophoresis and, 

therefore, we decided to perform a gel filtration with the AMP 
eluate. 

AcA-54 - Ultrogel filtration 

Filtration on AcA-54- Ultrogel led to an 8-fold purifi- 
cation of the enzyme. The specific activity was about 256 units 
and the yield was 70% of the total membrane activity and 
consequently 14% of the initiai homogenate. Alkaline phos- 
phatase activity was measured at aii stages of purification. 85 % 
of this enzyme was not retained on the ConA Ultrogel column 
and no alkaline phosphatase activity was detected in the 
S'AMP-Sepharose eluate. 

Purity and molecular weight of purified S-nucleotidase 

The purified preparation gave one major band on 
SDS/polyacrylamide gel electrophoresis. However, the silver 
nitrate staining detected very faint minor bands even after gel 
filtration (Fig. 2). The apparent molecular weight of the major 
band was 70000. When the enzyme was cross-linked with 
dimethylpimelimidate, a protein band corresponding to an 
apparent molecular weight of 140000 was observed. However, 
the band at 70000 was also present. This fact was probably due 
to an incomplete cross-linking under conditions used. Another 
explanation might be the existence of a monomenc form of the 
enzyme in addition of the dimeric form; but the gel filtration on 
AcA 54 indicated that al1 the enzyme was eluted in void volume 
and no 5'-nucleotidase activity was detected in the fraction- 
ation range between 5000 and 70000. Al1 these results con- 
stitute evidence that 5'-nucleotidase is composed of two sub- 
units which are probably identical. 

Substrate specificity 

The activity of membrane-bound 5'-nucleotidase and pu- 
rified enzyme towards a number of nucleoside monophos- 
phates and other phosphate esters is shown in Table3. The 
enzyme showed a higher affinity for purine nucleosides than for 
pyrimidine nucleosides. The Y, of the purified enzyme for 
AMP was seven times lower than the Y, of the membrane- 
bound enzyme; whereas it was only two times lower for the 
other substrates. 

Substrate specificity was better expressed by Vma,/&. 
According to this critenon, AMP was the best substrate, the 
other purine nucleosides were two times less effective, whereas 



Table 3. Substrate specificity of plasnta membranes and purified Ci'-nucleotidase z 

Plasma membranes (37 pg) or purfied enzyme (40 ng) were incubated in buffer D at 37 OC. The substrate concentration ranges used for K, 
determinations wen 10- 1000 pM (final volume: 0.4ml). The initial velocity was calculated by using a short incubation period (kinetics each 
15 s). Kinetic constants were determined using a basic program on a P 1500 Sharp calculator. V,, relative to the V,, for AMP was calculated 
from the & for each substrate. The V ,  for AMP was 0.41 anda56 unitslmg in plasma membranes and purified enzyme respectively. Results an 
means of two determinations. (1 unit = 1 pmol Pi . min- ' . mg- ') 

Substrate Fractions Relative Y, Relative 
v- V m I G  

AMP 

GMP 

IMP 

CMP 

UMP 

Z'AMP 

3'AMP 

pNitropheny1 phosphate 

membrane-bound 
purified 

membrane-bound 
purified 

membrane-bound 
purifed 

membrane-bound 
purif1ed 
membrane-bound 
purified 

membrane-bound 
purified 

membrane-bound 
purif1ed ' 

membrane-bound 
puriF1ed 

2 1 
Fig. 2. SDS/polyacrylamide gel electrophoresis. Electrophoresis was 
performed as described in Materials and Methods, foliowed by silver 
nitrate staining. (1) 4pg purified enzyme treated with SDS. (2) 4pg 
purified enzyme cross-linked with dimethylpimeiimidate dihydro- 
chloride before SDS treatment. Arrows indicate the mobility of 
standard proteins, numbers are molecular weight x BPB, 
bromophenol blue 

the pyrimidine nucleosides were three times less effective. These 
differences were less important in membrane-bound enzyme. 
No activity was observed toward 2'AMP, 3'AMP or p-nitro- 
phenylphosphate. 

Effect of lectins 

The effects of concanavalin A, wheat germ agglutinin and 
Lens culinaris agglutinin were studied on both the membrane- 
bound 5'-nucleotidase and the purified enzyme. Fig. 3A shows 
that 90% of 5'-nucleotidase activity was inhibited by con- 
canavalin A (ratio ConAlmembrane proteins = 1). This 
inhibition was maximal and was completely reversed by the 
addition of 0.1 M methyl a-D-mannoside. The ConA inhibited, 
but to a lesser degree, the purified enzyme; only 75% of the 
activity was inhibited after addition of 150pg ConA/26ng 
enzyme. 

The inhibition of both membrane bound 5'-nucleotidase 
and purified enzyme with wheat germ and L .  culinaris agglu- 
tinins was much lower than with concanavalin A. Moreover, 
the inhibition of purified enzyme activity by L .  culinaris 
agglutinin was higher than that observed in membrane-bound 
enzyme. The inverse phenomenon was noted with wheat genn 
agglutinin (Fig. 3B, C). These inhibitions were completely 
reversed by competing sugars. 

A Lineweaver-Burk plot showed that the inhibition ob- 
served with the three lectins was non-cornpetitive for both the 
membrane-bound enzyme and the purified enzyme. Table4 
shows the y values for the different lectins : the purified enzyme 
X, for concanavalin A and wheat germ agglutinin increased, 
while the purified enzyme K, for L. culinaris agglutinin de- 
creased. These results confirm the low inhibition of purified 
enzyme by concanavalin A and wheat germ agglutinin and the 
relatively high inhibition of the enzyme by L. culinaris ag- 
glutinin. 



LCA(lig) 

Fig. 3. Effects of lectins on 5'-nucleotidase activity. Plasma membranes 
(26 pg) or purifleci enzyme (26 ng) were incubated in buîïer D at 37 "C 
in the absence or in the presence of concanavalin A (A), wheat germ (B) 
or L. culinaris agglutinin (C).  The reaction was started after 20 min by 
addition of 1 mM AMP. Results are expressed as percentages of the 
control sWc activity. (a) Plasma membranes; (W) punfied enzyme 

Effects of pH and temperature 

Purified 5'-nucleotidase has a pH optimum at  7.5 in contrast 
with membrane-bound enzyme, which exhibited maximum 
specific activity over a wide pH range between 7.5 and 8.3 
(Fig. 4). Similar results have been reported for lymphocyte 
plasma membrane 5'-nucleotidase [28]. 5'-Nucleotidase shows 
optimum activity in Tris/HC1 buffer at pH 7.5. A somewhat 
higher activity is obsened in Mes/Tris buffer at pH c7; 
glycine/NaOH buffer yields a lower activity than Tris/HCl 

Table 4. Inhibition constants of 5'-nucleotidase for Iectms 
Plasma membranes (26 pg) or pded enzyme (26 ng) were incubated 
in buffer D at 37 OC, in absence or in presence of lectins: 4 pg and 10 pg 
concanavalin A, 4ûpg and 80vg of L. culinaris or wheat germ 
agglutinin (fmal voiume: 0.41111). The AMP concentrations were 10- 
1000pM. The initial velocity was calculated by using a short in- 
cubation period (kinetics each 15s). The K, was calculated by the 
measure of V,, in the absence and in the piesence of lectins 

ConA WGA LCA 

M 
Plasma 

membranes 1.0 x IO-' 5.38 x 11.80 x 
Purified 

enzyme 1.85 x IO-' 25.50 x 7.33 x IO-s 

on 
Fig. 4. Eflects of pH on 5'-nucleotidase activity. Plasma membranes 
(-) or pufied enzyme (----) were incubated at 37 C in 40 mM 
Tris/HCi (W) or MeslTris (@) or glycine/NaOH (A) buffers each 
containing 110 mM NaCl at indicated pH. The reaction was started by 
1 mM AMP addition. Results are expressed as percentages of the 
maximal s@ic activity observed in Tns/HCl buffer 

Fig. 5. Arrheniusplots of temperature effects on 5'-nucleoridase. Plasma 
membranes (A, a )  or purified enzyme (B, W) were incubated in buffer 
D at different temperatures (22-40 "0. The reaction was started by 
1 mM AMP addition. Two determinations 

buffer. The both membrane-bound and punfied enzyme have 
no second pH optimum at basic pH. 

The Arrhenius plot of 5'-nucleotidase activity in bovine 
liver plasma membrane exhibited a weli-defined break at 



Cations ( nrY- Cations i mM ) 

Cations ( mM ) Cations ( mM ) 

Fig. 6. Efiecrs of divalent carions on Snucleotidase activiry. Plasma membranes (A) or purified enzyme (B) were incubated in buffer D containhg 
different concentrations of cations at 37 "C during 10 min. The reactions were started by 1 mM AMP addition. Plasma membranes (C) and 
purified enzyme (D) were incubated with 5 pM and 100 pM EDTA respectively during 15 min at 37 "C before addition of divalmt cations. The 
reactions werestarted 15min after cations addition by AMP; results are expresseci as percentages of the control without EDTA and cations;. 
initial activity represents the residual activity after EDTA addition. (0) MgZ+; (m) CoZ+; (A) Ca2+; (O) Ni2+; (A) Mn2+ 

around 28 "C (Fig. 5). The activation energy was greater at 
temperatures below the break than above the break (17 kJ/mol 
and 8 kJ/mol respectively). In contrast, the Arrhenius plot of' 
purified 5'-nucleotidase was a straight line. The activation 
energy was I l  kJ/mol. 

Eflects of divalent cations and EDTA 

Fig.6 shows that Ni2+, Co2+ and Mn2+ were strong 
inhibitors for plasma membrane S'nucleotidase. Caz + slightly 
inhibited only at high concentration and Mg2 + had no effect on 
the activity. However, only NiZ+ and Co2+ inhibited purified 
Y-nucleotidase; Ca2+ and Mnz+ were weak activators only at 
low concentration. In contrast to membrane-bound enzyme, 
Mg2+ induced an activation of purified enzyme (120% at 
20 mM) (Fig. 6B). Furthermore, 0.5 mM Zn2 + inhibited 95 % 
and 60 % of 5'-nucleotidase activity in membrane and purified 
enzyme respectively. Al1 these inhibitions are non-competitive 
for both the membrane-bound enzyme and the purified en- 
zyme. The punficd enzyme Ki values for Ni2+. Co' - and ZnZ+ 
were respectively 5.7 mM, 20 mM and 0.21 mM; they were 2- 3 
times lower for the membrane-bound enzyme. 

0.05 mM EDTA inhibited 80 % of the membrane-bound 5'- 
nucleotidase activity, whereas this inhibition was only about 
53 % in purified enzyme at the same EDTA concentration. On 
the other hand, we have studied the effect of different cations 
on the reactivation of Y-nucleotidase after EDTA addition. 
0.2 mM Mn2+ and Co2 + restored respectively 90 % and 80 % of 
the 5'-nucleotidase activity in membrane-bound enzyme; this 
reactivation disappeared at high concentrations of Mn2+ and 
CoZ+. Mg2+ slowly restored the membrane-bound activity: 
83 % of the activity was recovered at 20 mM Mg2+. Ca2+ was 
less effective for the activity restoration and Ni2+ had no effect 
(Fig. 6C). 

In the purified enzyme (Fig. 6D) Mn2 + and Co2 + restored 
the activity in the same way as in membrane-bound enzyme, at 
0.2 mM; but at high concentration, only Co' was a 
strong inhibitor. Mgz + was more efficaciousin purified enzyme 
activity restoration than in membrane bound enzyme 
(887354% respectively at 2mM) and slightly activated the 
purified enzyme at high concentration. Caz+ and NiZ+ had no 
effect. 5 pM ZnZ + restored 100 :< of membrane-bound 5'- 
nucleotidase activity, whereas 50pM Zn2+ reactivated only 



60 % of the purified enzyme. These reactivations disappeared at 
high concentrations. 

DISCUSSION 

We have found that the zwitterionic detergent Sulfobetaine 
14 is very effective in solubilizing 5'-nucleotidase from bovine 
liver plasma membranes as has previously been noted in the 
cise of rat liver 5'-nucleotidase 1291. 

In order to purify plasma membrane 5'-nucleotidase we 
have used a double-chromatography method based on the one 
hand on the glycoproteic nature of the enzyme and on the other 
hand on its affinity for AMP. This method resulted in a 
purification factor of about 2000. Low-molecular-weight con- 
taminating proteins (30000 - 50000) were present in the pu- 
rifiai product as detected on SDS/polyacrylamide gel elec- 
trophoresis. A gel filtration step allowed us to eliminate almost 
ail these contaminants and obtain a preparation purified 16000 
times more than the homogenate. This purification factor and 
the percentage of total 5'-nucleotidase activity recovery were 
higher than those obtained from rat liver [29-311, pig lym- 
phocytes [28] and mouse liver [32]. The apparent molecular 
weight of the native enzyme is about 140000. The dimeric form 
of the 5'-nucleotidase has been described in rat liver [29], mouse 
liver [32], rat heart [33]. In contrast, a monomeric 5'-nucleo- 
tidase was obtained in pig lymphocytes [28]. 

One of the consequences of the enzyme purification was 
the increase in enzyme affinity towards substrates, especially 
for AMP. hdeed, the Y, value for AMP approached those 
observed in cytosol enzyme from bovine brain [34] and 
photoreceptor [35]. However, it was much lower than the Y, 
observed in rat liver cytosol5'-nucleotidase [36,37]. Although 
the purified enzyme aîXnity towards AMP increased, the 
hydrolysis rate of this substrate was lower than that observed 
with the other substrates: similar phenomena have been noted 
in rat liver enzyme [36] and brain enzyme [38]. The VA&, 
cciterion indicates, however, that AMP constitutes the best 
substrate for 5'-nucleotidase. 

The wide range of pH optimum for plasma membrane 5'- 
nucleotidase disappeared in purifid enzyme indicating that, in 
plasma membranes, interactions occur and protect the enzyme 
by minimizing, in some way, the effects of pH variation. 
Identical results have been observed in pig lymphocyte 5'- 
nucleotidase 1281. 

The Arrhenius plots of both membrane-bound enzyme and 
purified enzyme show that a lipid-mediated effect occurs in 
plasma membrane 5'-nucleotidase. This phenomenon has aiso 
been observed in rat liver plasma membrane enzyme [39] and 
mammary gland enzyme [40]. However, Stanley and Luzio [41] 
showed that the biphasic Arrhenius plot obtained in rat liver 
plasma membrane as well as partially purified 5'-nucleotidase 
was independent of its lipid environment. 

The low affinity of bovine plasma membrane 5'-nucleo- 
tidase for wheat genn and Lens culinaris aggiutinins is in 
agreement with the fact that the enzyme is not retained on 
affinity columns prepared from these lectins. The inhibition of 
purified enzyme by the three lectins results from direct binding 
between lectins and saccharidic residues of the enzyme. 
However, the inhibition of the plasma membrane 5'-nucleo- 
tidase activity by wheat germ agglutinin and concanavalin A is 
higher than that observed in purified enzyme. This pheno- 
menon is probably due, on the one hand, to the specific binding 
of lectins with the carbohydrate residues near the cataiytic 
center and, on the other hand, to structural rearrangements of 
the membrane induced by the binding of the lectins with other 
membrane glycoconjugates [Il]. 

In a previous study [12] we have shown that bovine 
lymphocyte plasma membrane 5'-nucleotidase was not in- 
hibited by wheat genn aggiutinin and that the giycosylation of 
the enzyme was of the high-mannose type; in contrast. the 
bovine synaptosomal plasma membrane 5'-nucleotidase 
showed a high affinity for wheat germ agglutination (K, = 2.43 
x IO-' M) probably due to a complex type of glycosylation 

Although the inhibition of bovine liver plasma membrane 
5'-nucleotidase with wheat germ agglutinin was lower than that 
observed in synaptosomal enzyme, this inhibition disappeared 
after plasma membrane neuraminidase treatment (data not 
shown) indicating a sialylation of the enzyme. Al1 these results 
aiiow us to infer a hybrid type of giycosylation for bovine liver 
plasma membrane 5'-nucleotidase, 

The exogenous divalent cations were not necessary for 
maximal activity of the membrane-bound 5'-nucleotidase, in 
contrast with the cytosolic enzyme [36]. In addition, Mn2+, 
Co2 +, Zn2+ and Ni2 + induced to different degrees a non- 
competitive inhibition of the enzyme activity. On the other 
hand, Mn2+ and Ca2+ were not inhibitors of the purified 
enzyme activity while Mg2+ was an activator. This phenom- 
enon was probably due to the membrane environment of the 
5'-nucleotidase. The non-competitive type inhibition of the 
enzyme observed in the presence of Znf +, Co2 + or NiZ+ can be 
explained either by the binding of the exogenous cations to the 
enzyme inducing a conformational change of the cataiytic site 
or, more probably, by the formation of an AMP-exogenous- 
cations complex, which did not modify the enzyme affinity for 
AMP but produced a decrease of the hydrolysis velocity. 
Nevertheless, with this experimental procedure we can't affirm 
one or another of these two hypotheses. 

The inhibition of the enzyme with EDTA was reversed by 
addition of exogenous cations. A low concentration of in- 
hibitory cations was the most effective (Zn2+, Co2+, Mn2+) 
while at high concentrations, these cations rein-bited the 5'- 
nucileotidase activity. Two hypotheses can explain this re- 
versible EDTA effect : (a) the formation of an inactive complex, 
EDTA - endogenous-cations - enzyme. (b) the chelation and 
the removing by EDTA of essential endogenous cations for the 
enzyme activity. 

Thus, the addition of exogenous cations induces a shifting 
of PDTA towards them and liberates the endogenous cations 
allowing the restoration of 5'-nucleotidase activity. On the 
other hand, the 5'-nucleotidase activity of plasma membranes 
treated with EDTA is restored by a simple wash of these 
membranes by a free EDTA buffer (results not shown). These 
observations suggest that EDTA is bound to the cations but 
does not remove them from the enzyme; consequently, the îïrst 
hypothesis seems to be more plausible. ~owever ,  sophisticated 
experiments are necessary to confinn one or other of these two 
hypotheses and these are underway in Our laboratory. 

Al1 these observations indicate that plasma membrane 5'- 
nucleotidase must be a metailoenzyme with perhaps Mg2+ or 
Mn2 + as cation. 
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M A - T E R I E L S  e t  M E T H O D E S  
~ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ~ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ~ 1 1 1 1 1 1 1 l 1 1 ~ 1 1  

1 - PREPARATION ET IMMOBILISATION DE LA 5'NUCLEOTIDASE .................................................. .................................................. 

La 5 'nuc léo t idase e s t  p u r i f i é e  à p a r t i r  des membranes plasmi- 

ques de f o i e  de boeuf (HARB e t  a l .  , 1983). L'enzyme e s t  a l o r s  f i x é  su r  des 

b i l l e s  d'agarose ac t ivées  au glutaraldéhyde, se lon l a  technique de 

TERNINCK e t  AVRAMEAS (1972). Après l e s  d i f f é r e n t s  t ra i tements ,  l e  gel  e s t  

remis en suspension dans un tampon T r i s  40 mM, NaCl 110 mM, pH 7,40. 

On mesure a l o r s  1 ' a c t i v i t é  enzymatique f i x é e  su r  l e  ge l .  

II - IMMUNISATION DES LAPINS 
------a---------------- ....................... 

Le l a p i n  témoin r e ç o i t  t r o i s  i n j e c t i o n s  sous-cutanées de 300 y1 

d'une suspension de ge l  contenant 10 mg d'hydroxyde d'aluminium e t  10 mg 

d'oxyde de magnesium. La même opéra t ion  e s t  e f fec tuée sur  l e s  autres animaux, 

mais avec l e  gel  contenant 1 'enzyme imnob i l i sé .  D ix  j o u r s  après l a  t ro i s ième 

i n j e c t i o n ,  20 ml de sang sont  p ré levés  dans l a  ve ine marginale de 1 ' o r e i l l e  

e t  décantés pa r  c e n t r i f u g a t i o n ,  15 minutes à 800 g. On examine a l o r s  1 ' i m u n e  

r é a c t i v i t é  cont re  l a  5 'nucléot idase,  p a r  l ' immunoélectrophorèse (LAURELL, 

1965) e t  p a r  l a  p r o p r i é t é  i nh iban te  de 1 ' a c t i v i t é  enzymatique. 

III - PREPARATION DES IMMUNOGLOBULINES 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Deux techniques de p u r i f i  c a t i o n  des immunogl obul ines G ( IgG) 



à par t i r  de 1 'immunsérum sont utilisées : la première es t  effectuée par 

chromatographie sur échangeuse d'ions, selon la méthode proposée par 
IBF France. 10 ml d'immunsérum sont dessalés sur colonne de Trisacryl 
GF 05 (30 ml) puis appliqués sur une colonne échangeuse d'ions (30 ml de 
DEAE-Tri sacryl ) . 

La deuxième technique de purification des IgG, que nous 
avons adoptée, e s t  basée sur une chromatographie d 'af f in i té  sur colonne de 
protéine A de StaphyZococcus aureus (ENDERSEN,  1978). 10 m l  de 1 'immunsérum 
sont déposés sur une colonne de 5 ml , équilibrée par u n  tampon Tris 10 mM 

(pH 7 ,4) .  Après lavage, 1 'élution e s t  effectuée par une solution de glycine 
0,2 M tamponnée à pH 2,5 par HC1. Les fractions obtenues sont immédiatement 
neutralisées e t  dialysées contre u n  tampon Tris-HC1 40 mM, NaCl 110 mM, 

pH 7,4. Les IgG ainsi p u r i  f i  ées sont caractérisées immunologiquement par 
un antisérum des antiglobulines ou des anti-IgG de chèvre orientées contre 
l e  lapin. En outre, une électrophorèse sur acétate de cellulose e s t  effec- 
tuée sur les échantillons afin d'apprécier l e  degré de purification des 
IgG. La migration s'effectue sous une tension de 150 volts pendant 15 minutes. 

IV - PURIFICATION DES ANTICORPS ORIENTES C O N T R E  L A  5'NUCLEOTIDASE ............................................................ ............................................................ 

2 ml d'une solution d'immunoglobulines G (2,5 mg/ml) purifiées 
sur protéine A Ultrogel, sont déposés sur une colonne de 5'nucléotidase irmo- 
bi l isée sur Sepharose 4 B ( 2  ml). Après lavage, 1 'élution e s t  effectuée par 
une solution de glycine 0,2 M tamponnée à pH 2,5 par H C 1 .  Les fractions obte- 
nues sont neutral isées e t  dialysées contre un tampon Tris HC1 40 mM, 

NaCl 110 mM, pH 7,4.  Après concentration, 1 ' e f fe t  des anticorps, sur 1 ' ac t i -  
vi t é  5 'nucléoti dase des di fférentes membranes, e s t  testé. 



V - DOSAGES -------  ------- 

Les p ro té ines  son t  déterminées selon l a  technique de LOWRY e t  a l .  

(1951). L ' a c t i v i t é  S 'nucléot idase e s t  mesurée se lon  l a  méthode déc r i  t e  pa r  

ZACHOWSKI e t  a l .  (1981). 

V I  - ULTRACENTRIFUGATION EN GRADIENT CONTINU DE SACCHAROSE .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ..................................................... 

La 5 ' n u c l é o t i  dase p u r i  f i é e  à p a r t i r  des membranes plasmiques 

du f o i e  de boeuf e s t  déposée s u r  un g rad ien t  con t i nu  de saccharose 5-20% 

poids/volume ( T r i s  40 mM, NaCl 110 mM, SB 14 0,2%, pH 7,4), en présence de 

marqueurs : 6-gal ac tos i  dase d'Escheryichia c o l i  (16 S) , cata lase de f o i e  

de boeuf (11,3 S), a l c o o l  deshydrogénase de l evu re  (7,4 S), a l coo l  deshydro- 

génase de f o i e  de cheval (4,8 S). Après une i ncuba t i on  de 1 'enzyme avec 

d i f f é r e n t e s  concentrat ions d 'an t icorps  ( 1  heure à 37OC), l e s  é c h a n t i l  1  ons 

sont  déposés au sommet d 'un g rad ien t  con t i nu  de saccharose (5-ZO'??), 

SB 14 0,2%, T r i s  40 mM, NaCl 110 mM, pH 7,4. Les tubes sont ensu i te  c e n t r i -  

fugés pendant 20 heures à 40 000 RPM ( r o t o r  Beckman SW 40). Les grad ien ts  

sont  réco l  tés pa r  l e  fond du tube, à ra i son  de 250 par  f r a c t i o n .  L ' a c t i -  

v i t é  5 'nuc léo t idase e s t  déterminée en p o i n t  f i n a l ,  e t  exprimée en un i tés  

a r b i  t r a i  res ( A  DO/h/ml ) . 

VI1 - IMMUNOEMPREINTE --------------- --------------- 

L 'é lec t rophorèse des membranes plasmiques ( f o i e ,  lymphocyte, 

noyau caudé, muscle d igas t r i que )  e s t  e f fec tuée  se l  on 1 a technique de LAEMMLI 

(1970), sur  g rad ien t  de polyacrylamide (3-20%). Après m ig ra t i on  à courant  

constant  (20 mA) pendant 16 heures à 10°C, l e  gel  e s t  mis au contac t  d 'une 

f e u i l l e  de n i t r a t e  de ce l l u lose ,  e t  l e s  p ro té ines  membranaires sont  t rans-  

férées é lect rophorét iquement  ( 1  heure à 30 mA), se lon l a  méthode de 

TOWBIN e t  a l .  (1979). La f e u i  1 l e  de n i t r a t e  de c e l l u l o s e  e s t  immergée pendant 



1 heure dans un tampon A (5OmMTris-HC1, 150 mM NaC1, pH 7,4) contenant  3% 

de sérum albumine bovine avant  d ' ê t r e  incubée 1 heure à 37°C dans l e  

tampon A contenant  0,5% d'albumine e t  une d i l u t i o n  1/50 d'IgG a n t i -  

5 ' n u c l é o t i  dase. Les IgG f i x é e s  non spécif iquement  s o n t  é l iminées  par  cinq 

lavages s u c c e s s i f s  dans une s o l u t i o n  s a l i n e  ( 2  M NaC1, 0,5% BSA, 0,2% Tween). 

La f e u i l l e  es t  e n s u i t e  immergée dans une s o l u t i o n  d'immunoglobulines de 

chèvre anti-IgG de l a p i n ,  marquées à l a  peroxydase (Gar/IgG (H + L)/Po 

Nordic Immunology), e t  d i l u é e s  au 1/500e dans un tampon A contenant  0,5% 

de sérum-albumine. Après lavage pendant 4 heures  dans une s o l u t i o n  s a l i n e ,  

l a  r é v é l a t i o n  s ' e f f e c t u e  dans une s o l u t i o n  50 mM Tris-HC1 , pH 7,60, conte- 

n a n t  1 mg/ml de benzamidine e t  3 pl d1H202 (30%). 

VIII- C O L O N N E  D ' IMMUNOADSORBANTS .......................... .......................... 

Les immunoglobulines p u r i f i é e s  pa r  chromatographie d ' a f f i n i t é  

s u r  colonne de p ro t é ine  A s o n t  f i x é e s  s u r  des b i l l e s  d ' agarose ,  a c t i vées  au 

g l  u t a r a l  déhyde, se lon  l a  technique de TERNINCK e t  AVRAMEAS (1972).  

L ' e x t r a i t  de membrane plasmique de f o i e  de boeuf,  s o l u b i l i s é  

p a r  du SB 14  (0,5% poids/volume), e s t  déposé s u r  une colonne contenant  7 ml 

de ge l  immunoadsorbant. Nous avons essayé  t r o i s  t echniques  d ' é l u t i o n  : 

1) p a r  l a  diéthylamine (0 ,05  M ) ,  s e lon  l a  technique de BAILYES 

e t  a l .  (1982).  

2) pa r  de l ' e a u  d i s t i l l é e  (BUREAU e t  DAUSSANT, 1983).  

3) par  un tampon glycine (0,2 M) pH 2,5. 

Les f r a c t i o n s  é l u é e s  s o n t  imnédiatement n e u t r a l i s é e s  avant  

1 a déterminat ion de 1 ' a c t i v i t é  5 ' nuc l éo t idase .  



R E S U L T A T S  
1 1 1 1 1 ' 1 1 ' 1 1 ' 1 1 1 1 1  

1 - IMMOBILISATION DE L'ANTIGENE ............................ ............................ 

Nous avons f ixé  10 pg de 5'nucléotidase, correspondant à 

une ac t iv i t é  de 160 pmoles de phosphore / heure, sur l e  gel d'agarose act ivé 
par l e  glutaraldéhyde. En e f f e t ,  après décantation de l a  suspension, aucune 
ac t iv i t é  5'nucléoti dase n ' e s t  détectée dans l e  surnageant. De plus, des 
t e s t s  d 'ac t iv i té  o n t  permis d'observer que 1 'enzyme ainsi  f ixé sur des 
b i  1 les  d '  agarose conserve 1 a capacité d' hydrolyser l e  5 'AMP. Cependant, bien 
que cet te  msure ne so i t  pas t r è s  précise, i l  apparai t que 1 ' ac t iv i té  t o t a l e  

n ' e s t  pas retrouvée. 11 e s t  probable que 1 ' inactivation part ie l  l e  (60%), 
observée après fixation de 1 'enzyme sur  l e  gel ,  s o i t  due à l a  fixation d'une 
fraction par 1 ' intermédiaire d'acides aminés impliqués dans l a  catalyse. 
D'autre par t ,  nous n'avons constaté aucune perte d ' ac t iv i t é  après stockage 
du gel à 4°C pendant 2 mois. 

I I  - IMMUNSERUM ---------- ---------- 

L'immunsérum (10 ml envi ron) , de concentration protéique de 
78 mg/ml , e s t  recueill i  dix jours après l a  3e injection. Nous avons déterminé 
1 ' ac t iv i t é  5 'nucléotidase de 1 'enzyme puri f i é  en présence de concentrations 
variables de cet  immunsérum. Après une préincubation à 37" pendant 1 heure, 
nous observons une inhibition de 1 ' ac t iv i t é  enzymatique (Figure 1) par 
rapport au contrôle : sérum non-immun. Nous avons cherché à ident i f ie r  un 



FIGURE 1 

* IMMUNSERUM 
m g h l  

E f f e t  de 1 ' immunsérum sur 1 ' a c t i v i t é  5'nucléotidase de 1 'enzyme p u r i f i e  (-), 

comparé à 1 ' e f f e t  d'un sérum non immun u t i l i s é  à l a  mëme d i l u t i o n  ( - - O -  - - > 



compl exe antigène-anti corps, par 1 a méthode dlimmunodi ffusion d '  OUCHTERLONY 

( 1958) e t  par immunoélectrophorèse en présence de polyéthylène glycol 
(PM 6000), mais sans résultat,  probablement à cause, so i t  de la faible 
concentration d'antigènes ut i l isés (10 à 20 ng) par puits,soit  de la 

présence du détergent l i é  en quantité relativement importante de la  
5 'nucléotidase. 

I I I  - PURIFICATION DES IMMUNOGLOBULINES G ................................... ................................... 

Nous avons puri f i é  les immunogl obul ines G par chromatographie 
d!>échanges d '  ions (DEAE Trisacryl ) , q u i  permet d'obtenir rapidement une 
fraction relativement p u r i  f iée. Nous observons néanmoins une contamination 
par de l'albumine (3,7%). Par contre, nous avons obtenu une préparation 
plus pure par chromatographie d 'aff ini té  sur protéine A imobi l isée.  Les 
chromatogrammes des protéines de 1 ' immunsérum e t  des deux préparations 
d' immunoglobulines montrent que, s i  la chromatographie sur protéine A 

Sépharose e s t  moins rapide que celle basée sur l'échange d'ions, e l l e  permet 
néanmoins 1 'obtention d'  immunoglobulines G t rès  purifiées (Tableau 1, 
figure 2 ) .  

En présence d'anticorps de chèvre orientés contre les protéines 
sériques du lapin, nous observons avec le  sérum de nombreux arcs correspondant 
à une précipitation immune globale (Figure 3,  A ,  1). Par  contre, un seul arc, 
correspondant aux immunoglobulines G y  apparai t avec la  préparation IgG p u r i -  

f iée sur protéine A Sépharose (Figure 3 ,  A,  2 ) .  

L'activité catalytique de la S'nucléotidase purifiée es t  
fortement inhibée en présence de concentrations croissantes d'immunoglobulines 
(Figure 4 ) .  11 apparait que le  pouvoir inhibiteur e s t  augmenté d ' u n  facteur 13 
par rapport à 1 'immunsérum. L'incubation avec des quantités similaires 
d'irnrnunoglobul ines G de sérum de lapin non immunisé, ne produit pas 
d'inhibition. 



Tableau 1  : Répar t i t i on  des pro té ines  sériques du l a p i n  

La m ig ra t i on  e s t  e f fec tuée su r  plaque d 'acétate de c e l l u l o s e  (SEBIA). Après c o l o r a t i o n  au 

rouge ponceau, l e s  électrophorèses sont  analysées s u r  densitomètre (SEBIA CELLOSYSTEM). 

La r é p a r t i t i o n  en pro té ines  e s t  exprimée en pourcentage. 
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FIGURE 2 

Electrophorèse Ses protéines sériques sur acétate de cellulose 

( A ) IgG purifiées par double chromatographie Trisacryl GF 05 ; 

DEAE Tri sacryl 

(. B ) IgG purifiées sur protéine A Ultrogel 

FIGURE 3 

Mise en évidence des protéines sériques du lapin 

par immunoélectrophorèse 

Immunoélectrophorèse du sérum de lapin ( 1 ) e t  

de la  préparation d'IgG ( 2 )  avec un anti-sérum 

de chèvre orienté contre l e  lapin 



FIGURE 4 

E f f e t  des IgG sur  l ' a c t i v i t é  5 'nucléot idase de 1 'enzyme p u r i f i é  (-) 

comparé à 1 ' e f f e t  des IgG pur i f iées  à p a r t i r  d 'un sérum non immun { - O - - - -  1. 



IV - PURIFICATION DES IMMUNOGLOBULINES ORIENTEES C O N T R E  L A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Approximati vement, 20 pg de 5 'nucléoti dase puri f i ée  sont 
f ixés  sur 1 ml de gel. La chromatographie de 5 mg d'immunoglobulines G p u r i -  
f i ées  sur protéine A immobilisée, permet de séparer l e s  immunoglobulines G 

spécifiques de la  5 ' nucl éoti dase. L ' a c t iv i t é  catalytique d '  une préparation 
de 5'nucléotidase e s t  fortement inhibée par l a  présence de ces anticorps. 
En e f f e t ,  i l  apparait que des quantités 8 fois  inférieures à ce l les  des IgG 
globales soient  nécessai res pour obtenir 50% d'inhibition. Cependant, les 
rendements d'une tel  l e  chromatographie sont relativement faibles .  

V - SEDIMENTATION E N  GRADIENT CONTINU ................................. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les techniques d'immunodiffusion sur  gel d'agarose n'ont pas 
permis l a  révélation d'immuncomplexes. C'est  pourquoi nous en avons tenté 
1 a caractérisation par ul tracen t r i  fugation en gradient continu de saccharose 
(5-20%)). 

Le profi 1 de sédimentation d' une préparation p u r i  f iée  de 
5'nucléohidase en présence de marqueurs, montre un coefficient de sédimenta- 
t ion de l a  molécule compris en t re  6,9 e t  7 , l  (Figure 5 ) .  L'allure de l a  
courbe de sédimentation n ' e s t  pas modifiée par une pré-incubation de 1 'enzyme 
avec un sérum non immun (au 1/10). Par contre, la  mise en contact de la 
5 'nucléoti dase avec des concentrations croissantes en IgGy met en évidence 
une diminution du pic d ' ac t iv i t é  enzymatique. La figure 5 A montre que pour 
des incubations de 1 'enzyme avec 80 ug d '  IgG, nous observons 1 'apparition 
d ' u n  pic d 'ac t iv i té  plus lourd de 11,3 S. Lorsque les  concentrations en IgG 

croissent pour atteindre 150 pg, nous mettons en évidence, par les  ac t iv i tés  
5'nucléotidase résiduelles,  des pics de sédimentation à 11,3 S, 13,3 S e t  
15 S correspondant probablement à 1 a formation d '  immuncomplexes solubles 
(Figure 5 B). 



FIGURE 5 

Profi 1s des gradients de sédimentation de l a  5'nucléotidase 
purifiée en présence d '  IgG. 
200 ng d'enzyme. sont préincubés en présence de différentes 
concentrations dlIgG ( 1  heure à 37OC). Les échantillons sont 
centrifugés à 40 000 RPM (Rotor SW 41 Beckman) pendant 
20 heures à 4°C. 

(A )  ( C- 4) contrôle ; ( w ) enzyme en présence de 
15 ug dlIgG ; ( H ) enzyme en présence de 40 pg 
d '  IgG. 

(0)  enzyme en présence de 80 pg d'IgG. 
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VI - REACTIVITE DES ANTICORPS A V E C  L A  5'NUCLEOTIDASE 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

LYMPHOCYTAIRE, HEPATOCYTAIRE E T  N E R V E U S E  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous avons examiné l ' e f f e t  des imnunoglobulines sur la 
5 'nucléotidase sol ubi 1 isée à par t i r  des membranes plasmiques des diffé- 
rents tissus. La figure 6 montre que dans le  cas du lymphocyte e t  du 

noyau caudé, on obtient une complète inhibition pour  des concentrations 
en anticorps, de l 'ordre de 1 mg dlIgG/ml. Le phénomène n 'est  pas obser- 
vé aussi nettement dans l e  cas de 1 'enzyme du foie, où i l  subsiste 25% 
d 'act ivi té  résiduelle. 

En présence d'anticorps purifiés sur colonne de 
5'nucléotidase Ul trogel , 1 'inhibition de l a  5'nucléotidase des différentes 
membranes plasmiques es t  de type apparemnent non compétitif. Le calcul 
des constantes d'inhibition montre que l ' e f f e t  inhibiteur e s t  plus im- 
portant dans le  cas des membranes de noyau caudë (Tableau I I ) .  

Tableau II : Constantes d'inhibition de 1 'activité 5 'nucléotidase 

par les IgG orientées contre 1 'enzyme 

MEMB RANE 
PLASMIQUE 

Ki 
1 0 - ~  M 

LYMPHOCYTE 

5 

NOYAU CAUDE 

2 

FOIE 

7 



FIGURE 6 

Effet des IgG sur 1 ' ac t iv i té  S'nucléotidase solubilisée à par t i r  des membranes 

( m-• ) foie ; (0-0) lymphocyte ; (*-a) noyau caudé 



VI1 - IMMUNODETECTION --------------- 
- - - - - - - m m - - - - - -  

Après électrophorèse en sodium dodecylsul f a t e ,  les  protéines 
transférées sur  n i t r a t e  de cellulose sont incubées en présence d'anticorps. 
La révélation effectuée par des anti-IgG marquées à l a  peroxydase, montre 
que les 5'nucléotidases, lymphocytai re ,  nerveuse, e t  musculaire, reconnaissent 
l e s  anticorps orientés contre 1 'enzyme hépatocytaire (Figure 7 ) .  En e f f e t ,  
une bande majeure 70 KD correspondant au monomère de l a  5'nucléotidase 
(HARB e t  a l .  , 1983) apparai t. Ces résul ta ts  confi ment  ceux observés pré- 
cédemment dans les essais  d '  inhibition de 1 ' ac t iv i t é  catalytique. 

VI11 - IMMUNOADSORPTION ---------------- ---------------- 

Après solubi l isat ion par l e  SBl4 (0.5% w / v ) ,  les  membranes 
plasmiques de boeuf (4 mg) sont déposées sur une colonne contenant 7 ml de 
gel imunoadsorbant. Nous avons observé que toute l ' a c t i v i t é  5'nucléotidase 
(60 ~moles/heure) e s t  retenue par l a  colonne. Les différents  essais  d 'é lut ion 
ne nous ont pas permis de retrouver 1 ' ac t iv i t é  enzymatique dans 1 'éluat.  
Après dialyse des fractions recuei 11 i e s ,  aucune restauration de 1 'act i  v i  t é  
catalytique n ' e s t  obtenue. Parallèlement, nous avons observé que la  diéthyl- 
amine (0,05 M ) ,  de même que l e  tampon glycine (0,2 M) pH 2,5, inactivaient 
de façon i rréversible  1 'enzyme. I l  semble que ces résul ta ts  négatifs de pu- 
r i f ica t ion  à par t i r  d 'anticorps polyclonaux, ne sont pas par t icul iers  à l a  

5'nucléotidase. En e f f e t ,  VOCKLEY e t  HARRIS (1984) sont confrontés au même 
problème dans 1 'isolement de la  phosphatase al cal ine humaine. 



Hep Ly NC Mus 

FIGURE 7 

Immunodétection de l a  5 'nucléot idase par  des an t icorps  

an t i -5 'nuc léo t idase de membranes plasmiques de f o i e  de boeuf 

Mus : muscle ; Ly : lymphocyte ; Hep : fo ie  ; NC : noyau caudé 



D I S C U S S I O N  
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L'immunisation des lapins par la 5'nucléotidase purifiée 
fixée à des b i  1 les d'agarose, s ' e s t  avérée efficace, avec 1 es concentrations 
de protéines très faibles dont nous disposions (10 p g ) .  Ce résultat e s t  
probablement dû à deux effets  conjoints : d'une part,  l e  rôle d'adjuvant 
des bi l les d'agarose ; d'autre part, la  s tabi l i té  accrue de 1 'enzyme fixé. 
En effet ,  1 'enzyme fixé e t  stocké présente une grande stabi 1 i té .  Ce phéno- 
mène a é té  observé pour d'autres enzymes immobilisés (ENGASSER e t  COULET, 

1977 ; COULET e t  GAUTHERON, 1980). L'immunsérum obtenu a montré un e f fe t  
inhibant sur 1 'act ivi té  5'nucléotidase des membranes plasmiques des diffé- 
rents tissus bovins que nous avons étudiés (foie,  noyau caudé, lymphocyte 
e t  muscle d i  gastrique). Nous avons purifié les immunogl obul ines par deux 
méthodes : la chromatographie d'échange d'ions e t  la purification sur 

protéine A Sépharose. La deuxiëme méthode, bien que moins rapide, permet 
une puri f i  cation plus grande. Cette technique de puri f i  cation d 'immunoglobu- 
lines G a permis l'obtention d'une praparation dont l ' e f f e t  inhibiteur de 
1 'act ivi té  5'nucléoti dase e s t  augmenté d ' u n  facteur 13. La purification 
d'anticorps sur une colonne de S'nucléotidase immobilisée sur Sépharose 
4 B a permis d'augmenter le  pouvoir inhibiteur de 1 'act ivi té  catalytique de 
1 'enzyme, d ' u n  facteur 106 fois par rapport à celui de 1 'imnunsérum, e t  
de 8 fois par rapport à celui des IgG totaux. 11 semble donc que les 
anticorps spécifiquement orientés contre la 5 'nucléoti dase des membranes 
de foie de boeuf représentent 10% des immunoglobulines G. 

Les techniques d'immunoprécipitation e t  d'immunoélectrophorèse 
n'ont donné aucun résultat malgré 1 'ut i l isat ion de méthodes favorisant la 



formation d'immuncomplexes. Cette observation n ' e s t  pas parti cul ière à la 

5'nucléotidase des membranes plasmiques de foie de boeuf. En e f fe t ,  les 
auteurs ( G U R D  e t  EVANS, 1974 ;BAILYES e t  a l . ,  1982) qui se sont intéressés 
à la production d '  anticorps orientés contre la 5 'nucléotidase, n 'ont pas 
décrit d'imnunoprécipi tation, probablement à cause de 1 a formation d'immun- 
compl exes solubles. Par contre, i 1 s ont caractérisé 1 ' immunsérum par sa 
capacité d'inhibition de l ' a c t i v i t é  5'nucléotidase. Cependant, s i  la quan- 
t i t é  d'antigène peut constituer u n  facteur limitant, i l  ne faut pas é l i -  
miner totalement l e  rôle du détergent q u i  pourrait géner la formation d ' u n  

réseau d'immuncomplexes. La sulfobétaine (SBl4) , qui s ' e s t  avérée etre un 
détergent très efficace dans 1 a purification de l a  5'nucléotidase, présente 
un inconvénient non négligeable. En e f fe t ,  i l  ne nous a pas é té  possible 
de 1 'éliminer, quelque soient les  techniques utilisées (dessalage, dialyse, 
échange d'ions). Aussi, on ne peut exclure que les zones hydrophobes de 
1 'enzyme, masquées par le  détergent, ne puissent pas exprimer leur antigé- 
nicité. De ce f a i t ,  les anticorps anti-5 'nucléotidase, produits par l e  
1 apin, seraient alors en grande partie orientés contre les s i  tes hydrophyles 
de l'enzyme. 

La sédimentation en gradient de centrifugation montre que 
le profil de la 5'nucléotidase sédimentant à 7 S ,  e s t  modifié en présence 
d'immunoglobulines G orientées contre la 5'nucléotidase. Ceci confirme 
ainsi 1 'interaction anticorps - enzyme. Cependant, des concentrations crois- 
santes en anticorps provoquent une formation d '  immuncomplexes pl us 1 ourds. 
Cette observation semble en faveur de la formation de complexes solubles e t  
non d'un réseau d'antigène - anticorps précipitant, bien qu'on ne puisse 
totalement écarter 1 a deuxième éventual i té.  

L'inhibition de l ' ac t iv i t é  de l a  5'nucléotidase obtenue en 
présence d'immunoglobulines ne dépend pas d'une précipitation de 1 'enzyme. 
La formation d '  immuncomplexes solubles e s t  donc suffisante pour induire 
1 'inacti vation de 1 'enzyme (LAWRENCE e t  al .  , 1983). 

La réactivité croisée, concernant 1 'inhibition de 1 'enzyme 



d'origine tissu1 aire différente, montre que 1 es anticorps produi t s  contre 
la 5 ' nucl éoti dase hépatocytai re , reconnaissent des déterminants anti géni - 
ques communs aux différentes molécules. Il  existe donc des analogies 
structurales très grandes entre ces molécules. Ces résultats sont conf i r- 
més par la technique d'électrophorèse basée sur la révélation par les  
anticorps, qui montre une bande majeure à 70 000 daltons correspondant au 
monomère de la 5'nucléotidase. 

Si les anticorps reconnaissent 1 a 5'nucl éotidase des diffé- 
rents tissus, e t  ceci quelque so i t  la  nature du glycanne de 1 'enzyme, nous 
ne pouvons pas conclure que les sucres ne jouent aucun rôle dans cette 
reconnai ssance antigénique. En e f fe t ,  les différences observées dans les 
constantes d'inhibition, relatives à chacun des tissus, montrent que 
l ' e f f e t  e s t  plus important dans l e  cas de la  5'nucléotidase de l a  membrane 
pl asmique de noyau caudé. Ceci pourrait parai t re  paradoxal , puisque 1 es 
anticorps ont été produits à par t i r  d'une imnunisation par de la S'nucléoti- 

dase hépatocytaire sur laquelle nous devrions observer une inhibition plus 
efficace que dans l e  cas des autres tissus. Les études que nous avons 
effectuées, o n t  montré que l'enzyme des trois  tissus considérés présentait 
de grandes analogies cinétiques. En e f fe t ,  les aff ini tés pour les 5'mononu- 
cléotides sont très voisines d ' u n  enzyme à 1 'autre. Il  apparai t que seule 
la structure glycannique s 'avère différente. On ne peut naturel lement pas 
affirmer q u  'el le  influe dans les interactions anticorps - 5 'nucléotidase, 
mais cet te  éventualité ne peut ê t re  totalement exclue. De plus, les anticorps 

polyclonaux d o n t  nous disposons ne constituent pas u n  outil suffisamment 
pnécis pour tenter de répondre à cette question. 

L ' u n  des objectifs de la production de ces anticorps é t a i t  
l a  préparation de colonne d '  immunadsorbant. Nous pensions que par le  biais 
de cette technique, i l  nous se ra i t  possible de purifier l a  5'nucléotidase 
en quantité suffisante pour en déterminer la  structure glycannique. Cependant, 
s i  nous avons pu observer une fixation de 1 'enzyme sur colonne d'anticorps 
immobi 1 isés,  nous n'avons pas réussi à obtenir une el ution avec conservation 
de l ' ac t iv i t é  catalytique. Cependant, les observations que nous avons 



effectuées s ' inscrivent dans 1 'étude comparative de 1 a 5'nucléotidase des 
membranes plasmiques de différents tissus bovins, e t  particulièrement 
cel le  de l'environnement peptidique de la copule glucidique de la  5'nucléo- 
ti dase des d i  f f  érents t i  ssus . 

Nous poursuivons encore l a  mise au point d'une méthode 
d'el ution avec conservation des propriétés de 1 'enzyme, e t  nous tenterons 
d'approcher la nature de la glycosylation par des méthodes indirectes. 
par ai l leurs.  Dans l e  chapitre suivant, nous exposerons l 'étude de la 
structure glycannique de l'acétylcholinestérase e t  de la 5'nucléotidase 
des membranes plasmiques de noyau caudé. 
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ETUDE DE L A  5'NUCLEOTIDASE ET DE L'ACETYLCHOLINESTERASE 

DES MEMBRANES PLASMIQUES DE NOYAU CAUDE. 

APPROCHE DE LA STRUCTURE GLYCANNIQUE PAR LES GLYCOSIDASES 

E T  LES LECTINES. 



Dans l e  premier chapitre, nous avons montré que l a  
5 'nucléoti dase des membranes nerveuses de noyau caudé e s t  une 
glycoprotéi ne, dont la structure glycannique e s t  différente de ce1 l e  
de 1 'enzyme des membranes lymphocytaires, e t  pourrait ê t r e  de type 
N-acétyl-lactosami nique. Dans ce chapitre, nous nous proposons d'étudier 
certaines propriétés de la  5'nucléotidase des membranes nerveuses : 

spéc i f ic i té  pour les  substrats,  e f f e t  des cations e t  de 1 'EDTA,  

conditions de sol ubi 1 isat ion.  

Afin de caractériser l a  nature des glycannes de l a  
5 'nucléotidase e t  de 1 'acétylcholinestérase, nous analyserons les modi- 
fications de leurs interactions avec les  lect ines ,  intervenant après 
traitement séquentiel par les glycosi dases. 



R E S U L T A T S  
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I - PREPARATION DES MEMBRANES D E  N O Y A U  C A U D E  D E  B O E U F  ................................................. ................................................. 

Les membranes sont préparées selon l a  technique de JONES e t  
MATUS (1974), avec une modification portant sur  l e  mode de lyse ce l lu la i re .  
La rupture ce1 1 ul ai re par cavi tation sous atmosphère d'azote (50 atmosphères 
pendant 20 minutes) nous a permis d'obtenir des préparations membranai res 
dont 1 ' a c t iv i t é  spécifique en 5'nucléotidase (0,019 f 0,002 pmole Pi/mn/mg) 
étai  t sensiblement supérieure à ce1 les isolées après choc hypotonique. 
De plus, i l  semble que l a  lyse par cavitation nous permet d 'obtenir une 
ma jori té de vésicules membranai res à pol a r i  t é  normale (WALLACH e t  
SCHMIDT-ULRICH, 1977). 

L'enrichissement en 5 'nucl éoti daseet en acétyl ch01 i nestérase 
de la  préparation ce l lu la i re  e s t  respectivement de 9 à 6 fo is  par rapport 
à 1 'homogénat. Ce facteur e s t  infér ieur  pour 1 'acétyl ch01 inestérase,  pro- 
bablement parce que seules certaines formes de ce t  enzyme sont l iées  aux 
membranes. On s a i t  par ai 1 leurs que dans les ce1 lules murines en culture 
(lignées T28), l a  forme G1 e s t  in t race l lu la i re ,  e t  la forme G4 membranaire 
(LAZAR e t  VIGNY, 1980). Par a i l leurs ,  les  t ro i s  formes G1, G 2 ,  G4 sont pré- 
sentes dans un e x t r a i t  total  de noyau caudé solubi l isé  par l e  Triton X-100 
(GRASS1 e t  a l . ,  1982), alors que seule l a  forme G4 e s t  membranaire 
(MEFLAH e t  a l . ,  1984). 



11 - CONSTANTES CINETIQUES DE LA 5'NUCLEOTIDASE DE MEMBRANES ....................................................... ....................................................... 
NERVEUSES DE NOYAU CAUDE ........................ ........................ 

La 5 'nuc léo t idase des membranes de noyau caudé présente une 

p lus  grande a f f i n i t é  pour  l e  5'IMP e t  l e  5'GMP que pour l e s  au t res  nucléo- 

t i d e s  examinés. Cependant, l a  v i tesse maximale Vm, e t  l e  rappor t  Vm/i6n 

sont  p lus  élevés pour l e  5'AMP, qu i  cons t i t ue  selon ce c r i t è r e  l e  m e i l l e u r  

subs t ra t  (Tableau 1). 

III - EFFETS DES CATIONS DIVALENTS ET DES AGENTS CHELATANTS ..................................................... ..................................................... 

Contrairement à 1 'enzyme cy toso l ique (ITOH, 1981), l a  5 'nucléo- 

t i dase  des membranes de noyau caudé e s t  a c t i v e  en absence de ca t ions  d iva-  

l e n t s  exogènes. ~ n + +  e t  ~ c j + +  augmentent l ' a c t i v i t é  de l'enzyme, a l o r s  que 

~ n + + ,  CO++ e t  ~i++ produ isent  une i n h i b i t i o n  de type apparemment m ix te  

(F igure 1). Les agents che la tan ts  t e l s  que 1 'EDTA e t  1 'EGTA i n a c t i v e n t  

fortement 1 'enzyme (F igure  2).  Le phénomène e s t  r é v e r s i b l e  par  a d d i t i o n  de 

ca t ions  d iva len ts .  A l a  lumiëre de ces r é s u l t a t s ,  nous suggérons que l a  

5 'nucléot idase des membranes nerveuses du noyau caudé de boeuf e s t  probable- 

ment un métalloenzyme. 

I V  - SOLUBILISATION -------------- -------------- 

Un détergent  dé type zw i t t e r i on ique ,  l a  su l f obé ta ine  14 

(SBl4) s ' e s t  avéré t r è s  e f f i c a c e  dans l a  s o l u b i l i s a t i o n  de l a  5 'nuc léo t idase 

membranaire de noyau caudé : 95% de 1 ' a c t i v i t é  se re t rouve dans l e  

surnageant 100 000 g d'une suspension membranaire s o l u b i l i s é e  en présence de 

SBl4 (0,5% w/v), a lo rs  que 60% de 1 ' a c t i v i t é  acéty lcho l  inestérase y e s t  

détéctée. Par contre, l e  tri ton  X-100 (1% v/v) s o l u b i l i s e  l a  t o t a l i t é  de 

1 'acé ty lcho l ines térase e t  seulement 50% de l a  5 'nucléot idase.  
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FIGURE 1 

cations 
( mlM ) 

E f f e t  de ca t i ons  d i va len ts  su r  1 ' a c t i v i t é  de l a  5 'nucléot idase 

de membranes de noyau caudé de boeuf 

L ' a c t i v i t é  e s t  exprimée en pourcentage par  rappont 

au témoin 

( A zn2+ 
2+ 

; (a )  P4i2+ ; (n) co2' ; ( A )  Ca ; ( 0 )  Mg2+ ; ( 0 )  Mn2+ 



AGENT CHELATANT 

FIGURE 2 
E f f e t  des agents ckelatants sur  1 ' a c t i v i t é  5'nucléotidase des membranes de noyau caudé 

(*-- -O) EDTA ; ((ii--.) EGTA 



L'effet  combiné de ces deux détergents (Tri ton X-100 0,5 % 

V / V  ; SBl4 0,5% w/v) nous a permis d'obtenir une solubilisation complète 

des deux enzymes. Les différences observées dans 1 a sol u b i  1 i sation sont 
peut-être dues à une 1 ocal isation membranai re e t  u n  environnement 1 ipi  d i  - 
que par t icu l ie r  à chacune des molécules. 

V - E F F E T  DES LECTINES ------------------ ------------------ 

Comme nous 1 'avons observé dans l e  premier chapitre, 1 'acétyl-  
cholinestérase e t  la  5'nucléotidase des membranes de noyau caudé sont des 
glycoprotéines. Les lec t ines ,  t e l l e s  que l a  Con A ,  l a  LCA e t  l a  WGA, inhibent 
1 ' a c t iv i t é  catalytique de 1 a 5'nucléotidase. Le phénomène e s t  réversible en 
présence de sucres compétiteurs. L 'act ivi té  acétyl cholinestérasique, quant à 

e l l e ,  n ' e s t  pas modifiée par les  lectines.  Cependant, on observe la fixation 
de ces enzymes sur certaines lectines immobilisées (WGA, Con A ,  L C A ) ,  e t  
1 'élution par les sucres compétiteurs. D'autres agglutinines, te l  les que PNA, 

RCA 1 e t  UEA n ' interagissent  ni avec 1 ' acé t~ lchol ines térase ,  ni avec l a  
5'nucléotidase (Tableau I I ) .  

La chromatographie d ' a f f in i t é ,  sur colonne de WGA immobilisée, 
d '  un ex t r a i t  solubilisé de membranes de noyau caudé, montre une fixation de 
1 'acétylcholinestérase e t  de l a  5 'nucléotidase des membranes de noyau caudé. 
Après élution par l e  sucre compétiteur (N-acétyl-glucosamine 68 mM) (Figure 3 ) ,  

on observe un enrichissement de 1 ' a c t iv i t é  acétylchol inestérase e t  5'nucléo- 
t idase de 1 'é luat ,  respectivement de s ix e t  neuf fo is .  

VI - TRAITEMENT P A R  LES GLYCOSIDASES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ............................... 

Les résu l ta t s  de l a  chromatographie d ' a f f in i t é ,  sur des lect ines  
immobi l i sées ,  montrent que l a  5'nucléotidase e t  1 'acëtyl cholinestérase des 

membranes de noyau caudé sont reconnues par la  Con A ,  l a  WGA e t  l a  LCA. Ceci 



Tableau II : E f f e c t  des lec t ines  sur  1 ' a c t i v i t é  5'nucléotidase. 

7 

LECTINES Con A LCA WGA LPA 

SUCRES 
COMPETITEURS a M.M. a M.M. G l  CNAC NeuNAc 

O 200 mM O 200 mM O 200 mM O 200 mM 

MEMBRANES 
PLASMIQUES 

85 10 80 12 80 10 75 5 

ENZYME 
SOLUBILISE 80 5 7 5 5 7 5 5 6 5 5 

Les échant i l lons sont incubés 30 minutes à 37"C, avec ou sans lec t ines  (mg de lectines/mg de 

proté ines membranaires = 2). La r é v e r s i b i l i t é  de 1 ' i n h i b i t i o n  e s t  obtenue par add i t i on  de sucres 

compétiteurs. La préparat ion d'enzyme solubi  l i s é  e s t  l e  surnageant obtenu en t r a i t a n t  l a  suspen- 

s ion de membranes, avec un mélange de SB 14 (0,5 % w/v) e t  de T r i t o n  X 100 (0,5 % v/v) pendant 

1 heure à 4"C, e t  centr i fugée 1 heure à 100 000 g (Rotor SW 50 Beckman). Les valeurs sont expr i -  

mées en pourcentage d' i n h i b i t i o n  par rapport  au témoin. 



FIGURE 3 

Fractions 

Profi 1 d 'e lu t ion  de 1 a 5 'nucléotidase e t  de 1 'acétylchol ines térase  

sur colonne WGA Ultrogel par u n  gradient  continu de N-acétylglucosarnine(- - - - )  



nous a permis de postuler que le  glycanne de ces deux enzymes pouvait avoir 
de grandes simili tudes. Aussi, l a  grande stabi 1 i t é  de ces deux molécules nous 

a permis d'envisager une étude de la structure glycannique en hydrolysant 

de manière séquentielle le  glycanne par traitement des membranes du noyau 
caudé, à 1 'ai  de de différentes glycosidases. 

Le traitement des membranes par la neuraminidase ne modifie 
pas 1 'interaction de la S'nucléotidase avec la Con A e t  la LCA, mais réduit 
celle avec la WGA (56% d'inhibition de 1 'act ivi té  catalytique). Une nouvelle 
sensibil i té  à la  PNA apparai t ,  indiquant ainsi une modification du glycanne. 
La chromatographie d 'aff ini té ,  sur PNA immobi 1 isée, des membranes solubi l i -  
sées, permet d'observer une fixation de la 5'nucléotidase e t  de 1 'acétylcho- 
1 i nes térase é1 uables par le  D(+)gal actose. Le traitement par la neuramini dase 
entraîne donc le démasquage d 'un  galactose q u i  é t a i t  auparavant masqué par 
un résidu N-acétyl-neuraminique. De plus, par les techniques d'élution en 
gradient continu de N-acétyl-gl ucosamine, nous avons observé que les deux 
enzymes sont élues par 34 mM de sucre compétiteur. 

Après traitements successifs par la neuraminidase e t  la 
B-galactosidase, 1 'effet  inhibiteur de la  WGA sur 1 'act ivi té  5 'nucléotidase 
passe à 63%, alors que la PNA ne produit plus aucune al tération de 1 'act ivi té  

5 'nucl éotidase. Para1 lèlement, la chromatographie d 'af f in i té  sur WGA immobi- 
1 isée montre que 1 'élution de 1 'acétylcholinestérase e t  de la  S'nucléotidase 
e s t  obtenue pour une concentration en N-acétylglucosamine de 52 mM. 

Les membranes ainsi traitées sont alors soumises à 1 'action de 
la B-N-acétylgl ucosaminidase. Le tableau I I I  montre al ors que 1 'inhibition 
de la S'nucléotidase par la  WGA e s t  considérablement diminuée (23%). L'élution 
de la 5'nucléotidase e t  de 1 'acétyl cholinestérase d'une colonne de WGA immo- 
b i  l isée, e s t  obtenue avec 28 mM de sucre compétiteur. 

Ces résultats montrent que les modifications d 'aff ini té  de la  
5'nucléoti dase e t  de 1 'acétyl ch01 inestérase, sol ubi 1 isées à parti r des mem- 
branes de noyau caudé, sont identiques. Ces deux enzymes pourraient donc avoir 



TABLEAU III 

Asn 

E f f e t  des l e c t i n e s  su r  l ' a c t i v i t é  5 'nucléot idase des membranes de noyau caudé après t ra i tements  séquent ie ls  par  l e s  

glycosidases. Les échanti  1 lons sont  incubés avec l e s  l e c t i n e s  ( 2  mg de lec t ines lmg de pro té ines  membranai res)  , 30 minutes 

à 37°C. Le tableau r é c a p i t u l e  l e s  i n t e r a c t i o n s  ( f i x a t i o n  ; i n h i b i t i o n )  de 1 'enzyme membranai r e  avec l e s  l ec t i nes .  

( A )  témoin non t r a i t é  ; tra i tement  : (B) neuraminidase ; ( C )  neuraminidase pu is  8-galactosidase ; (O) neuraminidase 

pu is  fi-galactosidase, 8-acétyl  glucosaminidase ; (E) (D) + a-mannosidase ; (F) neuraminidase pu is  endoglycosidase D. 



une structure glycannique semblable. 

Le traitement par 1 'endoglycosi dase D entraîne une diminution 

de l ' e f f e t  inhibiteur de l a  Con A sur  1 ' ac t iv i t é  S'nucléotidase, sans modifi- 
cation notable de l ' in te rac t ion  avec l a  WGA. L'endoglycosidase H ,  quant à 

el  l e ,  n 'entraîne aucune al  tération de 1 a reconnaissance de 1 a 5'nucléotidase 
par les différentes lectines u t i l i sées  (WGA, Con A,  LCA, PNA, UEA). Cepen- 

dant, après traitements successifs par l a  neuraminidase, la  6-gal actosi dase 
e t  la 6-N-acétylglucosaminidase, nous avons observé que l'endoglycosidase H 

diminue 1 ' e f f e t  inhibiteur de la Con A sur l a  5'nucléotidase. Le pouvoir inhi- 

biteur des lect ines  e s t  alors identique à celui observé à l a  s u i t e  du t r a i t e -  
ment des membranes par 1 'endoglycosidase D.  Ceci indique que 1 'endoglycosidase 
H peut reconnaître e t  hydrolyser des résidus glucidiques, a lors  que l e  gly- 
canne e s t  amputé séquentiel lement du motif tr isacchari  dique 

NeuAc-@-Ga1 - 6-N-GlcNAc 

Les enzymes t r a i t é s ,  s o i t  par 1 'endoglycosidase D ,  s o i t  par 
l'endoglycosidase H ,  se f ixent  sur  UEA-  Ultrogel, indiquant l a  présence d ' u n  

résidu a-L-fucose, qui n ' e s t  pas accessible par l a  lect ine lorsque la  par t ie  
glycannique e s t  intacte.  

Le traitement par 1 '  a-fucosidase abol i t  l a  f ixat ion de l ' acé ty l -  
ch01 inestérase e t  de la 5'nucléotidase sur UEA imnobi l i sée ,  confirmant l a  
présence d ' u n  résidu a-L-fucose. Cependant, l a  fixation de l a  lect ine UEA 
sur  la  5'nucleotidase n 'entraîne aucune inhi tion de 1 ' ac t iv i té .  Ceci para i t  
paradoxal puisque précédemment, toutes les lectines i nteragi ssant  avec l a  
5'nucléotidase inhi baient par t ie l  lement 1 ' ac t iv i t é  catalytique. 11 e s t  donc 
possible que l e  résidu fucose ne s o i t  pas orienté vers l e  s i t e  catalytique. 

Quels que soient les traitements effectués,  nous n'avons en 
aucun cas observé une inhibition de 1 ' ac t iv i t é  acétyl ch01 inestérase par 1 es 
lectines. De plus,  les deux enzymes ont des a f f in i tés  voisines pour les 
agglutinines qu' i l s  reconnaissent. 11 apparai t donc que l a  5 'nucléotidase e t  

1 'acétylcholinestérase des membranes de noyau caudé o n t  une s t ructure glyco- 



protéique de type N-acétyl-lactosaminique. Une différence notable entre les 
deux enzymes e s t  néanmoins observée : en effet ,  dans le  cas de la  
5'nucléotidase, 1 'activité catalytique es t  inhi bée par la fixation sur 
la partie glycannique de ligands spécifiques de types lectines, alors que 
ce1 le de 1 'acétyl ch01 inestérase n 'est  pas affectée. 



D I S C U S S I O N  
, , 1 1 1 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 ' 1 1 1 1 1  

Dans ce t te  étude, nous avons montré que l a  répart i t ion ce1 lu- 
l a i r e  de l a  5'nucléotidase du noyau caudé de boeuf est  différente de ce l l e  

observée au niveau du cortex (MONTER0 e t  FES, 1982). 11 semble donc qu 'au 
sein d ' u n  même organe, une région anatomique peut avoir une localisation 
ce l lu la i re  de 1 'enzyme q u i  l u i  e s t  par t icul ière ,  e t  qui pourrait ê t r e  l i é e  
à une fonction biologique (WOLFF e t  COOK, 1977). Si nous avons observé que 
l ' a c t i v i t é  5'nucléotidase des membranes de noyau caudé e s t  relativement f a i -  
ble par rapport aux autres t i ssus  étudiés, l e s  a f f in i t é s  pour l e s  substrats 
sont sensiblement voisines (MEFLAH e t  aZ. , 1984). 

A 

L'ef fe t  des agents chél a tants  sur 1 ' ac t iv i t é  5' nucléotidase, 
montre que, contrairement à 1 'enzyme cytosolique, 1 'apport de cations exogènes 
n 'es t  pas nécessaire à l a  fonction catalytique de 1 'enzyme. Récemment, nous 
avons mis en évidence l e  caractère métalloprotéique de l a  5'nucléotidase 
des membranes de fo ie  de boeuf (HARB e t  a l . ,  1984). 11 e s t  probable que 
l'enzyme membranaire du noyau caudé e s t  également un métalloenzyme. 

Les différences observées entre  l a  solubil isation de 1 a 
5'nucléotidase e t  de l 'acétylcholinestérase des membranes de noyau caudé 
peuvent ê t r e  dûes à l'environnement lipidique, de chacune des molécules. 
Cependant, i l  faut  noter que l a  1 ocal isation transmembranai re de 1 a 5'nucléo- 
tidase (ZACHOWSKI e t  aZ., 1981) peut aussi ê t r e  l a  cause de ce t te  différence. 
En e f f e t ,  l a  solubilisation ne dépend pas uniquement de la  concentration en 
détergent, mais aussi de 1 a nature de ce1 u i  -ci .  



Il parait évident que la nature des glycannes ne semble pas 

intervenir dans ce phénomène, puisque les chaînes saccharidiques portées 
par les deux enzymes ne semblent pas différer sensiblement. Les interactions 
de ces chaînes exclusivement hydrophiles avec la phase 1 ipidique, doivent 
d 'ai l  leurs être assez 1 imitées. 

Nous avons défini quelques propriétés de ces enzymes. Nous 
avons montré qu'en de nombreux points, i l s  sont semblables aux enzymes 
des membranes des autres tissus. 

La 5 'nucl éoti dase e t  1 'acétyl ch01 inestérase des membranes de 
noyau caudé ont une structure glycoprotéique identique, de type N-acétyl- 
lactosaminique. L'interaction avec la Con A montre que les glycannes sont 
probablement biantennées (CUMMINGS e t  KORNFELD, 1982). De plus, les modifi- 
cations survenant après traitement des membranes par la  neuraminidase indiquent 
que l e  glycanne est  sialylé. 

Les 1 ectines ne provoquent aucune variation d'acti vi té  de 
1 'acétylchol inestérase trai  tée ou non par les glycosidases . 11 semblerait 

donc que la localisation intramoléculaire des glycannes soit t e l le  que les 
lectines fixées n'exercent aucun encombrement stérique du s i t e  catalytique. 
Ceci montre une différence entre les relations spatiales e t  les interactions 
de structure q u i  existent entre les si tes enzymatiques e t  les copules gluci- 
diques dans la 5'nucléotidase e t  dans 1 'acétylchol inestérase des membranes 
du tissu nerveux. 

Même s i  nos résultats nous incitent à proposer une structure 
possible pour les chaînes glycanniques de 1 a 5'nucléotidase e t  de 1 'acétyl- 
cholinestérase des membranes de noyau caudé, i l  faut aussi considérer qu' i l  
ne peut s 'agir  que d'une hypothèse indicative, à cause des méthodes indi- 
rectes que nous avons utilisées. La purification de ces molécules nous 

permettrait une étude structurale plus préci se, par des techniques spectro- 
scopiques. Cependant, l'obtention de ces molécules en quantité suffisante 
constitue actuel lement 1 a principale difficul té,  d'autant plus que 1 'abon- 
dance relative de ces enzymes varie selon l e  tissu. Par exemple, nous avons 



vu que les membranes de foie  de boeuf présentent une activité 5'nucléotidase 
dix fois plus grande que celle rencontrée dans l e  noyau caudé. La technique 
de purification de 1 'enzyme hépatocytaire ne nous a permis 1 'obtention que 
de quelques dizaines de microgramnes. Ceci montre les diff icultés que nous 
rencontrerions pour purifier en quantité notable la  5'nucléotidase de 
membranes de noyau caudé. 



B I B L I O G R A P H I E  
I I I I I I l I I I I I l I I I I I I 1 1 1 1 1 1  



- CUMMINGS, R.D. and KORNFELD, S. (1982) J. Bi01 . Chem., - 257, 11235. 

- GRASSI, J., VIGNY, M. and MASSOULIE, J. (1982) J. Neurochem., - 39, 457. 

- HARB, J., MEFLAH, K., DUFLOS, Y. and BERNARD, S. (1984) FEBS Let t . ,  - 171, 215. 

- ITOH, R. (1981) Biochim. Biophys. Acta, - 657, 402. 

- JONES, D.H. and MATUS, A.I. (1974) Biochim. Biophys. Acta, - 356, 276. 

- LAZAR, M. and VIGNY, M. (1980) J. Neurochem., - 35, 1067. 

- MEFLAH, K., HARB, J., DUFLOS, Y. and BERNARD, S. (1984) J. Neurochem., 

42, 1107. - 

- MONTERO, J.M. and FES, B.J. (1982) J. Neurochem., - 39, 982. 

- WALLACH, D.F.H. and SCHMIDT-ULRICH, R. (1977) Meth. Ce l l .  B io l . ,  - 25, 235. 

- WOLFF, J. and COOK, G.H. (1977) J. B i o l .  Chem., - 252, 687. 

- ZACHOWSKI, A., SIMONIN, G. y AUBRY, J.9 POMMIER, C . 9  SINGH, S.H., POTTER, M. 

and PARAF, A. (1981) J. Receptor. Res., - 2, 97. 



A r t i c l e  3 : 

5 '  Nucleot i  dase from bovine caudate nucleus synapt i  c p l  asma membranes : 

s p e c i f i  c i  t y  f o r  substrates and cat ions ; study o f  the carbohydrate 

moiety by glycosidases. 

Khaled MEFLAH, Jean HARB, Yves DUFLOS and Serge BERNARD 

J. Neurochem. (1984), - 42, 1107-1115. 



Journul of Neurochemistry 
Ravea Press. New York 
0 1984 International Society for Neurochemistry 

5'-Nucleotidase from Bovine Caudate Nucleus Synaptic 
Plasma Membranes: Specificity for Substrates and 

Cations; Study of the Carbohydrate Moiety 
by Glycosidases 

Khaled Meflah, Jean Harb, Yves Duflos, and Serge Bernard 

Laboratoire de Biochimie Médicale, U.E.R. de Médecine et Techniques Médicales, Nantes, France 

1 

Abstract: We studied 5'-nucleotidase in preparations of 
synaptic plasma membranes from bovine caudate nu- 
cleus. The best substrates for this membrane-bound en- 
zyme were purine nucleotides, particularly S'AMP. Ef- 
fects of metai cations and chelating agents suggest that 
5'-nucleotidase is a metaIloprotein. Optimal conditions 
for solubilization of the 5'-nucleotidase were found by 
using a low concentration of the zwittenonic detergent 
sulfobetaine 14. In contrast, another membrane-bound 
enzyme, acetylcholinesterase, was not solubilized under 
these conditions, but only in the presence of 'kiton X- 
100. The effects of lectins (concanavalin A, Lens culinaris 
agglutinin, wheat germ agglutinin, and Limulus poly- 

phemus agglutinin) showed that both enzymes are gly- 
coproteins. Sequential hydrolysis with specific glycosi- 
dases produced modifications of the effect of lectins on 
these enzymes. The results suggest the presence of a 
complex-type glycosylation, with a fucose residue on the 
internai N-acetyl-~glucosarnine of the pentasaccharide 
core. Key Words: 5'-Nucleotidase-Acetylcholines- 
terase-Lectins-Metai cations-Inhibitions-Nucleo- 
tides-Solubilization. Meflah K. et al. 5'-Nucleotidase 
from bovine caudate nucleus synaptic plasma mem- 
branes: Specificity for substrates and cations; study of 
the carbohydrate moiety by glycosidases. J .  Neurochem. 
42, 1107- 1 1  15 (1984). 

5'-Nucleotidase (EC 3.1.3.5) is an integrai gly- 
coprotein of the plasma membrane in numerous ce11 
types (Hayman and Crumpton, 1972; Evans and 
Gurd, 1974; Gurd and Evans, 1974; Zachowsky et 
al., 1981~). The active site of the enzyme is located 
on the outside surface of cells (Gurd et al., 1973; 
De Pierre and Karnovsky, 1974; Newby et al., 
1975). The activity of 5'-nucleotidase controls the 
level of adenosine, which is thought to be involved 
in the regulation of biologicai processes such as cel- 
lular proliferation (Carson and Seegmiller, 1976), 
immunosuppression (Fischer et ai., 1976), and hor- 
mone liberation (Wolfî and Cook, 1977). Banik and 
Davison (1969) ais0 observed an increase in 5'-nu- 

cleotidase activity during myelination. Concanav- 
alin A was demonstrated to be an inhibitor of 5'- 
nucleotidase activity in rat myelin, revealing that 
the enzyme is giycosylated (Carnmer et al., 1980). 
However, the structure of its saccharidic moiety is 
not known. 

Ce11 surface oligosaccharides linked to asparagine 
residues of giycoproteins are thought to participate 
in several specific biological interactions (Atkinson 
and Hakimi, 1980). The involvement of membrane 
giycoconjugates in recognition and adhesion mech- 
anisms was demonstrated (Heifetz and Lennarz, 
1979). In addition, it was shown that some lectins 
or other sugar-binding factors induced a transmem- 

-- - - - -- - - - -  
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branai signal (Albertini and Anderson, 1977; Bour- 
guignon and Singer, 1977). 

However, progress in elucidating the structure 
and distribution of ce11 surface oligosaccharides has 
been slow because of two technical problems. The 
first is the d=culty of fractionating the various oli- 
gosaccharide species in a pure form. The second 
major impediment is that the material is usually 
availabie in very limited amounts, and as a conse- 
quence, it is difficult to perform detailed structural 
studies (Kornfeld and Kornfeld, 1980). The aim of 
this study was to describe some properties of 5'- 
nucleotidase: solubility in detergents, kinetic pa- 
rameters, and effect of cations, with a special em- 
phasis on its carbohydrate content. Some of these 
properîies were studied in parallel for acetylcholin- 
esterase to establish a comparison. We investigated 
the glycosidic moieties of the two enzymes by using 
lectins (Goldstein e t  al., 1975; Monsigny e t  al., 
1978; Bhavanandan et ai., 1981; Debray et ai., 1981) 
and glycosidases (Strecker and Montreuil, 1979; 
Baenziger and Fiete, 1979; Kobata, 1979; Yoshima 
et al., 1980; Gurd and Chun Fu, 1982). 

MATERIALS AND METHODS 

S'AMP, S'GMP, S'UMP, 5'CMP. S'IMP, neuramimini- 
dase (Clostridium perfringens), a-D-mannosidase (jack 
bean), acetylthiocholine iodide, P-galactosidase (beef 
kidney), and a-L-fucosidase (beef kidney) were obtained 
from Boehringer Mannheim. Z'AMP, 3'AMP, P-glycero- 
phosphate (grade I), and Ulex europeus agglutinin (Ueaf) 
were purchased from Sigma Chemical (St Louis, MO). 
Concanavaiin A (Con A), Limulus polyphemus agglutinin 
(LPA), peanut agglutinin (PNA), wheat germ agglutinin 
(WGA), Ricinus communis agglutinin 120 (RCA 1), Lens 
culinaris agglutinin (LCA), Ultrogel AcA 44, P-N-ace'yl- 
neuraminic acid (NeuNAc), and N-acetyl-D-glucos- 
amine (GlcNAc) were obtained from I.B.F. Pharmindus- 
trie. Metal saits, D-( + )-galactose, paranitrophenyl phos- 
phate, EDTA, 1,lO-phenanthroline, and Triton X-100 
were purchased from Merck. p-N-Acetylglucosaminidase 
D (endoglycosidase D) from Diplococcus pneumoniae 
and p-N-acetylglucosaminidase H (endoglycosidase H) 
from Streptomyces plicatus were purchased from Miles; 
sulfobetaine 14 (SB,,) was from Sema. 

Synaptic plasma membrane preparation 
Bovine caudate nuclei obtained from the slaughter- 

house were carefuiiy dissected within 30 min after the 
death of the animals. The tissue was immediately frozen 
in liquid nitrogen and kept at - 80°C until used. Synaptic 
membranes were prepared from caudate nuclei as de- 
scnbed by Jones and Matus (1974), except that the 9,000 
x g pellet was lysed under a high nitrogen pressure (50 
atm, 20 min) followed by decompression before the usual 
discontinuous sucrose gradient centrifugation. The 
plasma membranes were washed twice and suspended in 
buffer A (40 mM Tris-HC1, 110 mM NaCl. pH 7.40). 

Determination of enzyme activities and 
protein concentration 

The activity of 5'-nucleotidase was measured in buffer 
A at 37°C. The reaction was started by the addition of 

5'AMP to the incubation medium (1 mM final concentra- 
tion). The liberated inorganic phosphate was then deter- 
mined after different incubation times by the method of 
Anner and Mossmayer (1975). The activity was expressed 
as p.mol of liberated phosphate/min/mg protein (Za- 
chowsky et ai., 1981b). We verified that the rate of phos- 
phate liberation was not modified in the presence of 20 
mM Na+ p-glycerophosphate, indicating that the hydro- 
lysis of 5'AMP was due exclusively to 5'-nucleotidase 
without interference by aikaiine phosphatases (Stanley et 
ai., 1980). 

Acetyicholinesterase (EC 3.1.1.7) was assayed by the 
procedure of Ellman et al. (1%1). hotein concentrations 
were measured by the method of Lowry et ai. (1951). 

Effects of lectins 
Plasma membranes (70 ~ g )  were preincubated for 30 

min at 37'C in the presence of various arnounts of lectins 
before addition of substrate. The effects of lectins were 
reversed with a competing sugar at a concentration of 100 
mM. 

Affinity chromatography 
Plasma membranes were solubilized in buffer A con- 

taining a mixture of two detergents (SB,,, 0.5% wtlvol; 
Triton X-100, 0.5% voYvol) under constant stirring at 4°C 
for 1 h, at a final protein concentration of 2 mglml. The 
extract obtained was centrifuged for 1 h at 100,000 x g 
and then submitted to afiïnity chromatography on im- 
mobilized lectins. The elution was performed with a 
linear gradient of N-acetyl- gluc cos amine. The linearity 
was ascertained with tritiated N-acetyl-D-glucosamine (2 
p.Ci/ml corresponding to 10 nmol of sugar). The activities 
were measured for each fraction and were expressed in 
arbitrary units. 

Glycosidase treatment 
Plasma membranes (2 mg protein) were treated with 

neurarninidase (0.05 U) for 1 h at 37°C in 1 ml of buffer 
B (50 mM sodium citrate; 5 mM benzaminidine, pH 6.0). 
Similar digestions were performed with endoglycosidase 
H or endoglycosidase D in buffer C (50 mM sodium ci- 
trate; 5 mM benzaminidine, pH 6.6). Incubations were 
conducted at 37°C for 6 h. Treatments with p-N-acetyl- 
glucosaminidase (1 U12 mg membrane protein in 1 ml 
buffer C), a-mannosidase (2.5 Ul2 mg membrane protein 
in 1 ml b d e r  B), p-galactosidase (6 U12 mg membrane 
protein in 1 ml buffer A), and a-L-fucosidase (0.2 Ulmg 
membrane protein in 1 ml buffer B) were performed under 
a layer of toluene for 14 h at 37°C. Controls were run in 
the absence of glycosidases. The reactions were stopped 
by washing the membranes with buffer A. 

The activities of 5'-nucleotidase and acetylcholines- 
terase were measured in the presence or the absence of 
lectins. In parallel, solubilized membranes were chro- 
matographed on lectin-Ultrogel columns (WGA, PNA, 
Ueaf, LCA). 

RESULTS 

Preparation of synaptic plasma membranes from 
bovine caudate nuclei 

The 5'-nucleotidase activity was determined in 
the different cellular subfractions as defined by 
Jones and Matus (1974). The activity of the non- 
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TABLE 1. Substrate specificity of 5'-nucleotidase 
bound to the plasma membrane 

Substrate 

5'AMP 
5'GMP 
5'IMP 
S'UMP 
S'CMP 
Z'AMP 
3'AMP 
&Glycerophosphate 
p-Nitrophenyl phosphate 

Relative 
V-JKm 

4.33 
3.66 
3.49 
2.75 
2.21 - 
- - 
- 

Kinetic constants werc detennined from initiai rate data. Con- 
centrations of substrates covered the range 25-1.000 p M ,  in a 
total volume 0.4 ml at 37'C. 

hctionated homogenate was 0.005 zl 0.001 mou 
minhg protein. Of the total activity (4.28 moumin) 
14% was recovered in nuclear pellet, 84% in 800 x 
g supernatant; in this supernatant, 47% of the total 
activity was measured in crude mitochondrial peliet 
and 37% in 9,000 x g supernatant. The plasma 
membranes prepared from crude mitochondrial 
peliet contained 21% of the total 5'-nucleotidase ac- 
tivity. This enzyme was enriched six times (0.036 
c 0.005 pmoUmidmg membrane protein) in a prep- 
aration of synaptic plasma membranes as compared 
with a crude homogenate of caudate nuclei. The . 

s~ecific activitv was higher than that obtained with 
the unmodified methodr 0.019 c 0.002 pmol Piiminl 
mg membrane protein. A possible explanation for 
this may be related to the presence of both right- 
side-out (RSO) and inside-out (ISO) plasma mem- 
brane vesicles. The RSO vesicles are considered to 
be predominant by the single cavitation lysis 
method (Wallach and Schmidt-Ulrich, 1977). In- 
deed, the activity was not changed after addition of 
detergents to the preparation. 

The acetylcholinesterase specific activity was 
three times higher in the plasma membrane prepa- 
ration (0.69 t 0.06 mmoYmidmg membrane pro- 
tein) than in the homogenate (0.24 -t 0.05 mmoU 
midmg protein). Ten percent of the total activity 
was recovered in the membrane fraction. 

Substrate specificity 
The plasma membrane 5'-nucleotidase was 

shown to have a high afinity for 5'IMP and 5'GMP 
as substrates (Table 1). Phosphorylated compounds 
such as 2'AMP, 3 'AMP, P-glycerophosphate, and p- 
nitrophenyl phosphate were not hydrolyzed at pH 
7.40, demonstrating the inactivation of nonspecific 
phosphatases. Specificity regardless of concentra- 
tion is best expressed by Vm,IKm. By this criterion, 
5'AMP was the best substrate. 

Effects of cations and chelating agents 
5'-Nucleotidase associated with plasma mem- 

branes was active in the absence of exogenous di- 

valent cations in the incubation media. However, 
the activity was stimulated (150%) in the presence 
of either Mn2+ (0.5 mM) or Mg2+ (10 mM). In the 
presence of these cations, Km was decreased and 
V,  increased. The Ka values obtained were: 145 pM 
for Mg2+; 250 p l4  for Mn2+. A strong inhibition 
was noticed in the presence of Co2+ or Ni2+, and 
the enzyme was completely inhibited with 2 mM 
Zn2+. The effect of inhibitory ions was reflected by 
an increase of Km and a decrease of V,,. A mixed 
type inhibition was observed, with the foliowing Ki 
values: 188 phi for Zn2 + ,235 pM for Ni2+, and 3 17 

for Co2+. The enzyme was inhibited by EDTA 
(Fig. 1A) and by 1,lO-phenanthroline (Fig. 1B). 
This inhibition was partiaiiy reversed by the addi- 
tion of divalent cations. 

Enzyme solubüization 
The release of 5'-nucieotidase, acetylcholines- 

terase, and proteins from synaptic plasma mem- 
branes was measured in the 100,000 x g supema- 
tant as shown in Fig. 2. The best solubilization was 
obtained with 0.5% (wtlvol) of the zwitterionic de- 
tergent SB,,, which produced a recovery of 80% of 
the activity of 5'-nucleotidase. Triton X- 100 (1% 
voUvol) perrnitted the almost complete solubiliza- 
tion of acetylcholinesterase (95%). Finally, we 
chose to use a mixture of Triton X-100 (0.5% voY 
vol) and SB,, (0.5% wt/vol) that yielded the same 
result at a lower total detergent concentration. 

Effects of lectins 
Lectins (Con A, LCA, WGA, LPA) produced a 

concentration-dependent drop in the activity of 
membrane-bound 5'-nucleotidase (Table 2). This ef- 
fect was also observed with solubilized prepara- 
tions. The inhibitory effect was reversed by the ad- 
dition of competing sugars. Other lectins such as 
PNA, Ueaf, and RCA 1 produced no effect on either 
the membrane-bound or the solubilized enzyme. 
The activity of acetylcholinesterase was not af- 
fected by these lectins. In spite of this difference in 
the sensitivity of their catalytic activity to the effect 
of lectins, solubilized 5'-nucleotidase and acetyl- 
cholinesterase could both be bound to an Ultrogel 
column containine immobilized WGA. the elution 
occuning at 0 . 0 6 t f ~  ~ - a c e t ~ l - ~ - ~ l u c o ~ a m i n e  (Fig. 
3). Eighty-five percent of the 5'-nucleotidase ac- 
tivity (0.097 pmoUmin) and 92% of the acetylcho- 
linesterase activity (1.98 rnmoUmin) were recovered 
in eluted fractions. 5'-Nucleotidase (specific ac- 
tivity 0.2 1 km01 Pi/min/mg protein) and acetylcho- 
linesterase (specifîc activity 6.32 mmoUminImg pro- 
tein) were enriched six- and ninefold, respectively, 
in the eluted fractions. 

Effects of glycosidases 
Treatment with neuraminidase had no effect on 

the interaction of 5'-nucleotidase with Con A and 
LCA, but reduced the inhibitory effect of WGA. 
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RG. 1. Effects of chelating agents and subsequent addition 
of divalent cations on 5'-nucleotidase. Plasma membranes 
were incubated for 20 min at 37°C with either 20 pM EDTA 
(A) or 60 pM 1.10 phenantroline (8) before addition of di- 
valent cations. The reactions were started by AMP 15 min 
after cation addition; results are expressed as percent of 
control without EDTA and cations; initial activity represents 
the residual activity after addition of chelating agents. The 
values represent the means of at least four determinations: 
(*), Ni2+; (m), Co2+; (A), Ca2+; (O), Mg2+; (O), Mn2*. 

The elution of the treated enzyme from WGA U1- 
trogel column was obtained with 0.034 M N-acetyl- 
D-glucosamine. After netiraminidase treatment, the 
enzyme became sensitive to PNA and RCA 1 (Fig. 
4B), indicating an exposure of a galactose residue. 
The subsequent removal of the terminal galactose 
with p-galactosidase abolished the sensitivity of 5' -  
nucleotidase to PNA and RCA 120 (Figs. 4C and 

AG. 2. Effect of the concentration of Triton X-100 and SB,, 
on solubilization of 5'-nucleotidase and acetylcholines- 
terase. Synaptic plasma membranes were resuspended at 
4°C to 4 mg of proteinslml in buffer A. Then 100-*l samples 
were each mixed with 100 pl of detergent solutions to give 
the indicated concentration. The mixture was incubated 1 h 
at 4°C and centrifuged at 100,000 x g in a Beckman Airfuge 
for 30 min. Supernatants and uncentrifuged mixtures were 
then assayed for enzymatic activities (A) and protein deter- 
minations (8). Percent release of 5'-nucleotidase activity: 
(O), without SB,,; (A), 0.1% of SB,,; (O), 0.5% of SB,,. Per- 
cent release of acetylcholinesterase: (a), without SBl4; (A), 
0.1% of SB,,; (W), 0.5% of SB,,. Percent release of proteins: 
(e), without SB,,; (A), 0.1% of SB,,; (Ci), 0.5% of SB,,. 

5A) and partiaiiy restored the binding of 5'-nucleo- 
tidase to WGA Ultrogel so that its elution was ob- 
tained at 0.052 M N-acetyl-D-glucosamine. No mod- 
ifications of the interactions with Con A and LCA 
were observed. Subsequent treatment with f3-N- 
acetylglucosaminidase resulted in an increase in the 
inhibition by Con A and LCA and a decrease in the 
inhibition by WGA (Fig. 4D). The elution of this 
treated enzyme from WGA Ultrogel column was 
obtained at 0.028 M N-acetyl- gluc cos amine. These 
observations suggest that these successive treat- 
ments lead to an exposure of mannose and p-N- 
acetyl-D-glucosamine residues. A further digestion 
with a-mannosidase did not modify the interaction 
with Con A, but increased the inhibitory effect of 
WGA (Fig. 4E) and the binding to WGA Ultrogel. 
The elution was obtained at 0.048 M N-acetylglu- 
cosamine. From these results, we conclude that the 
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TABLE 2. Percent inhibition of 5'-nucleotidase activity by lectins 

Lectin Con A LCA WGA LPA 

a-Mannose a-Mannose GlcNAc NeuNAc 

Competing sugar O 200 mM O 200 mM O 200 mM O 100 mM 

Plasma membrane 
preparation 85 10 80 12 80 10 75 5 

Solubiiized enzyme 80 5 75 5 75 5 65 5 

A plasma membrane preparation or solubiIized enzyme was incubated at 37°C for 30 min in the 
presence or absence of different lectins (mg lectinlmg membrane protein = 2). The observed inhibi- 
tions were reversed by adding a cornpethg sugar. The vaiues are expressed as percent of inhibition 
and represent the means of five determinations. 

RG. 3. Elution patterns of 5'-nucleotidase and acetylcholin- 
esterase from WGA Ultrogel. The solubilized plasma mem- 
branes were applied to WGA Ultrogel column (8 ml). Frac- 
tions (1.2 ml) were collected at a flow rate of 2.4 mllh. Then 
bath enzymes were eluted with a linear gradient of N-acetyl- 
o-glucosamine (0-0.2 M). (e), 5'-Nucleotidase; (O), acetyl- 
cholinesterase. 

treatment with P-N-acetylglucosaminidase un- 
masked a-mannose andor p-mannose residues. 

We also analyzed the action of endogiycosidases 
on the membrane-bound enzyme. A plasma mem- 
brane preparation was submitted to the action of 
endoglycosidase D. We observed a decrease of the 
effect of Con A (Fig. 4F), but no modification of 
the inhibitory effect of WGA on 5'-nucleotidase. 5'- 
Nucleotidase was adsorbed to WGA Ultrogel and 
elution was obtained at 0.060 M N-acetyl-D-glucos- 
amine. These results suggest that endogiycosidase 
D digestion exposed an N-acetyl-D-glucosamine 
residue. Desiaiylated plasma membranes, succes- 
sively digested with P-galactosidase and P-N-ace- 
tylglucosaminidase, were finally treated with en- 
doglycosidase H. The interactions with lectins ob- 
served after this treatment were similar to those 
obtained after treatment of the membrane with en- 
doglycosidase D (Fig. 4F). M e r  this digestion, the 
enzyme could be fixed on irnmobilized Ueaf, but 
this lectin did not affect its activity. Further treat- 
ment with a-L-fucosidase abolished the affinity of 

5'-nucleotidase for immobilized Ueaf (Fig. 5B), but 
did not modify the effect of Con A or LCA on its 
activity. These results are surnmarized in Table 3. 

Acetylcholinesterase 
Acetylcholinesterase activity was tested simul- 

taneously with that of 5'-nucleotidase. The inter- 
actions with immobiiized lectins were shown to be 
identicai to those obtained with 5'-nucleotidase 
(Figs. 3 and 5C, D). However, we did not observe 
any inhibition of the cataiytic activity of the native 
or the treated enzyme. 

DISCUSSION 

The cavitation lysis method permitted us to ob- 
tain a majority of RSO vesicles in which the active 
sites of acetylcholinesterase and 5'-nucleotidase 
were accessible to the medium. The cellular distri- 
bution of 5'-nucleotidase from caudate nucleus was 
similar to that observed by Withy et al. (1982). By 
contrat, it appeared somewhat different from that 
observed in the bovine cortex, where 94.5% of the 
activity occurs in the cytoplasm (Montero and Fes, 
1982). The cellular locaiization of 5'-nucleotidase 
therefore appears to differ among brain regions. We 
obtained a better enrichment in 5'-nucleotidase than 
in acetylcholinesterase when purifying plasma 
membranes. This could be attributed to the cellular 
distribution of the latter enzyme. Grassi et al. (1982) 
showed that different molecular forms of the en- 
zyme were present in caudate nuclei: G, (mono- 
meric), G,  (dimenc), and G, (tetrameric). However, 
.we previously found only the hydrophobic G, form 
in a plasma membrane fraction from the same tissue 
(Meflah et al., in preparation). 

The affinity of 5'-nucleotidase for mononucleo- 
tide phosphate observed in Our preparation was 
close to the values obtained with membrane-bound 
enzymes from different tissues (Tanaka et al., 1973; 
Evans and Gurd, 1974; Nakamura, 1976; Domand 
et al., 1978). On the other hand, it appeared sixfold 
lower than the affinity observed with the cyto- 
plasmic enzyme (Montero and Fes, 1982). 
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FIG. 4. Effects of lectins on the 5'-nu- 
cleotidase activity after sequential glu- 
cosidase digestion of the synaptic plasma 
membrane. The plasma membranes were 
incubated with different lectins for 30 min 
at 37°C before addition of substrate (mg 
lectinlmg membrane protein = 2). The 
histograms indicate the lectin's effect on 
the synaptosomal plasma membrane 5'- 
nucleotidase activity: (A) untreated 
sample; (5) neuraminidase treatment; (C) 
subsequent treatment of neuraminidase 
and p-galactosidase; (D) neuraminidase, 
p-galactosidase, fi-Nacetylglucosamini- 
dase treatments; (E) as (D) plus a-man- 
nosidase treatments; (F) neuraminidase 
and endoglycosidase D treatments. 

The enzyme remained active in the absence of 
exogenous divalent cations, in contrast with the cy- 
toplasmic enzyme (Itoh, 1981). It has been previ- 
ously established that the 5'-nucleotidase activity 
from bovine brain (Tanaka et al., 1973) from rat 
glioma ceiis (Stephanovic et al., 1975), and from rat 
heart (Naito and Lowenstein, 1981) is very sensitive 
to the presence of metal cations. The membrane- 
bound 5'-nucleotidase from bovine caudate nucleus 
was stimulated by Mg2+ and Mn2+, but ils activity 
was decreased by ZnZ + , Co2 + , and Ni2 + . A possible 
expianation for the activation is that either AMP- 
Mg or AMP-Mn is the preferred substrate, and that 
the Zn2+ and Coz+ cations produce an inactive 
complex. The inhibition produced by EDTA or 
1,lO-phenanthroline was reversed by addition of 

cations (Mn2 + , Mg2 + , Zn2 + , CoZ +) to the incuba- 
tion media. Moreover, the activity of 5'-nucleotid- 
ase in EDTA-treated plasma membranes was ais0 
restored simply by washing the membranes in 
EDTA-free buffer (data not shown). These obser- 
vations suggest that essential metal cations may not 
be removed during this expenmental procedure. We 
propose that the formation of a ternary complex 
between 5'-nucleotidase, a divalent cation, and 
AMP must be formed dunng catalysis. Armant and 
Rutherford (1982) consider as a zinc metalloprotein 
the 5'-nucleotidase from Dictyostelium discoideum. 
deum. 

It has been proposed that 5'-nucleotidase is a 
transmembrane protein in plasma membranes from 
a lymphoma ce11 line (Zachowsky et al., 1981b), and 
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flG. 5. Elution pattern of 5'-nucleotidase and acetylcholinesterase from lectin Ultrogel (PNA, Ueaf). PNA Ultrogel column (7 
ml): the elution was performed with D-(+)galactose (0.2 M). (A) 5'-Nucleotidase, (C) acetylcholinesterase: (a), desialylated 
plasma membrane; (O), treated with neuraminidase and pgalactosidase. Ueaf Ultrogel column (7 ml): the elution was performed 
with a-L-fucose (0.2 M). (B) 5'-Nucleotidase, (D) acetylcholinesterase: (a), desialylated membranes treated with endoglycosi- 
dases; (O), membranes successively treated with endoglycosidase 0 and a+-fucosidase. 

this may explain that it is not readily solubilized by 
Tnton X-100 alone, in contrast with acetylcholin- 
esterase. However, SB,, was more efficient for 5'- 
nucleotidase solubiiization, as previously noted by 
Bailyes et ai. (1982). We therefore used a mixture 
of Tnton X-100 and of the zwitterionic detergent 
SB,,. This difference in detergent solubiliziition be- 
tween the two enzymes may be due to their binding 
specificities for hydrophobic compounds which 
may be related to different lipidic environments. 

5'-Nucleotidase was inhibited by some plant lec- 
tins (LCA, Con A, WGA, LPA). 5'-Nucleotidase 
from plasma membranes was descnbed as a giy- 
coprotein in pig lymphocyte (Hayman and 
Crumpton, 1972; Dornand et ai., 1976); mouse liver 
(Evans and Gurd, 1974), and rat liver (Slavik et ai., 
1977). In the present study we found that both 5'- 
nucleotidase and acetylcholinesterase interacted 
with WGA, in contrast with the situation occumng 
with the same enzymes originating from bovine 
lymphocyte plasma membrane (Meflah et al., in 
preparation). A similar effect was observed with 5'- 

nucleotidase from plasma membrane of mammary 
glands (Carraway et ai., 1976) and rat liver (Slavik 
et ai., 1977). The acetylcholinesterase activity was 
not inhibited by lectins, aithough its affinity for im- 
mobiiized lectins was similar to that of 5'-nucleo- 
tidase, demonstrating its glycoprotein nature. Treat- 
ment with neuraminidase showed the presence of 
terminal neuraminic acid(s) in the two molecules. 
The affinity that appeared for RCA 1 and PNA, and 
the results of a digestion with a-galactosidase, re- 
vealed the presence of P-D-galactose. Sequential 
hydrolysis successively unmasked fi-N-acetyl-D- 
glucosamine and mannosyl residues. The latter was 
insensitive to the action of a-mannosidase, prob- 
ably indicating that it is engaged in a P-linkage. On 
the other hand, endoglycosidase H could remove 
these residues, unmasking a P-N-acet yl-D-glucos- 
amine. 

Finally, the interaction of both enzymes with 
Ueaf and the abolition of this effect after treatment 
with a-L-fucosidase indicated the presence of a a- 
L-fucose residue. While 5'-nucleotidase that had 
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TABLE 3. Sumrnary of procedures and results for the glycosylation type determination of synaptic plasma 
membrane 5'-nucleotidase 

PNA LCA 
WGA Gal; Gd-1.3 Man; Glc; UEAF 

NeuNAc; GlcNAc GaiNAc GlcNAc a-L-Fucose 

Sequentiai giycosidase % % % % 
treatment Figure 4 Binding Inhibition Binding Inhibition Bindiig Inhibition Binding Inhibition 

a-NeuNAc A + 80 - O + 80 - O 
1 2.6 

&Ga1 B + 56 + 51 + 78 - O 
II 1.4 

pGlcNAc C + 63 - O + 74 - O 
n~ 1.2 

(a-Man), D + 24 - O + 80 - O 
IV 1.3 

@Man E + 53 O + 82 + O - 
1,4 

V B-GlcNAc 
1.4 

a-Fucose 1.6 pGlcNAc F + TI - O + 80 + O 
1 

VI Asn G + 72 - O + 75 - O 

A, B. C. D, E, and F correspond to the effects of lectins on the 5'-nucleotidase activity afker giycosidase ueatment: (1) neuraminidase; (II) &galactosidase; 
(III) B-N-acetylglucosaminidase; (IV) a-o-mannosidase; (V) endoglycosidase D; (VI) a-L-fucosidase. (Sec legend Fig. 4.) G, Subsequent digestion with 
endoglycosidases and a-L-fucosidase. 

been solubilized from endoglycosidase-treated 
membranes did bind to immobilized Ueaf, this 
lectin did not inhibit the enzyme activity. This ap- 
pears paradoxicai because the internal position of a 
fucose residue that is thought to explain such 
binding would be expected to allow a stronger in- 
teraction between lectin and enzyme, and therefore 
a more complete inhibition, than observed with 
more extemai sugar residues. However, inhibition 
may depend on a critical conformation of the car- 
bohydrate chain, which may allow an interaction 
between lectins and specific sites, probably the ac- 
tive site, of the protein surface. 

Moreover, we observed in the present study that 
while Con A binds quantitatively both native and 
treated 5'-nucleotidase, probably interacting re- 
s~ectivelv with external and internai residues. it is 
lêss inhibitory after endoglycosidase treatment. 5 ' -  
Nucleotidase and acetylcho1inesterase from cau- 
date nucleus synaptic plasma membranes therefore 
appear to present N-glycosylation of the complex 
oligolactosarninic type, carrying a fucose residue on 
the intemal N-acetyl-D-glucosamine of the penta- 
sacchandic core. The polysaccharidic chain struc- 
ture might be sirnilar to that known for glycopro- 
teins such as human p-lactotransfemn glycoprotein 
1 (Strecker and Montreuil, 1979). 

Since glycosylation is restricted to the hydro- 
philic surface of the protein, we do not expect any 
correlation with solubility properties; in addition 
acetylcholinesterase and 5'-nucleotidase-bound 
synaptic plasma membrane from bovine caudate 
nucleus appear to possess similar polysaccharidic 
moieties but differ in their detergent solubilization 
properties. It does not seem possible to obtain more 
precise information about the structure of the glu- 

cidic moieties of these membrane-bound enzymes, 
and about their influences on the protein confor- 
mation and catdytic activity, by indirect methods 
such as we used here. A more complete under- 
standing wiil require a complete purification of the 
enzymes and a subsequent elucidation of their car- 
bohydrate chains, e.g., by nuciear magnetic reso- 
nance analysis (Dorland et ai., 1977). 
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La membrane plasmique constitue une barrière biologique q u i  

régit le  phénomène d'échange e t  de régulation nécessaires à la  vie de la 
cellule. 

Parmi 1 es constituants membranai res , 1 es gl ycocon jugués 
interviennent dans des processus fondamentaux, t e l s  que les réactions itnnuno- 
logiques, le  contrôle de la  division cellulaire, l a  mobilité e t  1 'adhésion 
ce1 lulaire. Le glycanne est  intimement impliqué dans ces fonctions. I l  est 
donc évident que la connaissance de la structure e t  du rôle des glycoconju- 
gués e s t  indispensable à la compréhension de nombreux phénomènes b i  01 ogiques 
dans lesquels la membrane intervient. 

La résonance magnétique nucléaire s ' avère être un outi 1 

précieux dans la détermination de la structure des glycannes. Cependant, 
cette méthodologie exige 1 'obtention de molécules purifiées en quantité 
relativement importante. Par a i l  leurs, les lectines par leur capacité de 
reconnaître des sucres, apparaissent très efficaces dans 1 'approche des 
structures osidiques des glycoconjugés. En effet ,  par leur propriété de se 
l i e r  spécifiquement à des oses ou des oligosaccharides sans en modifier 
la structure covalente, el les permettent 1 'étude e t  1 a purification des 
glycoprotéines. De plus, grâce aux progrès qui o n t  é té  effectués dans leur 
caractérisation e t  1 eur mode d'uti 1 isation, les glycosidases constituent 
un moyen d 'approche complémentaire des structures glycanniques. 

Dans notre travail,  nous nous sommes basés sur les propriétés 
respectives des lectines e t  des glycosidases, pour tenter de caractériser les 



glycannes de deux glycoprotéines membranai res : 16 5 'nucléoti dase e t  1 'acétyl- 
ch01 inestérase des membranes pl asmiques de différents tissus bovins. 

Le choix de ces deux enzymes a été guidé par deux critères : 

le  premier es t  la présence de ces deux glycoprotéines dans les cellules de 
nombreux tissus ; le  second découle du f a i t  que dans certains cas, aucune 
signification biologique précise n'a pu leur être attribuée. En effet, dans 
1 'état  actuel de nos connaissances, le rôle de 1 'acétylchol inestérase lympho- 
cytai re n'est pas élucidé. Des études en cours nous ont permis de mettre 
en évidence qu'en présence d'inhibiteur de 1 'acétylcholinestérase (ésérine 
1 0 - ~  M )  , les lymphocytes ne sont plus stimulables par des lectines mitogènes 
(PHA, Con A ) .  Cette observation ne constitue pas obligatoirement l a  preuve 
que 1 'enzyme puisse être impliqué dans u n  processus de différentiation cellu- 
laire. Cependant, i l  n'est pas exclu que par sa fixation, 1 'iésérine affecte 
1 'intégralité fonctionnelle de la membrane plasmique, entratnant ainsi 1 'inhi- 

bi tion de la réponse mi togénique. 

Dans notre mémoi re, nous avons montré que 1 ' acétyl ch01 i nes térase 

e t  la S'nucléotidase membranai res possèdent un glycanne qui peut varier d'un 
tissu à 1 'autre. Quel quesoit le type de glycosylation, 1 'affinité de ces deux 
enzymes pour  leurs substrats respectifs, n 'est pas affectée. 11 apparai t donc 
que la nature du glycanne n'intervient pas dans ce paramètre cinétique. Par 
contre, s i  1 'activité enzymatique est  testée en présence de lectines spécifiques 
du glycanne de ces deux enzymes, on observe que : 

1) La 5'nucléotidase est toujours inhi bée. 

2)  Seule 1 'acétyl ch01 ines térase lymphocytai re est inhi bée par 
une lectine spécifique du fucose (UEA) .  



Bien que pour u n  même type de membrane les glycannes de ces 

deux enzymes soient apparemment très semblables, i l  e s t  certain q u  ' i l s  exercent, 
par 1 'intermédiai re de ligands spécifiques, des influences différentes sur 

leur activité enzymatique. Ce phénomène e s t  probablement dû à une conformation 
particulière du glycanne de chacun des enzymes par rapport au s i t e  catalytique. 

Lorsque le glycanne est  modifié par l 'action des glycosidases, 
nous n'observons aucune variation dans les constantes d 'aff ini té des enzymes 
pour leurs substrats respectifs. Ceci indique que 1 ' intégralité de la structure 
saccharidique n ' es t  apparemment pas nécessaire à 1 'activité catalytique de 
1 'acétylcholinestérase e t  de la 5 'nucléotidase. 

Dans la caractérisation des formes moléculaires de 1 'acétyl cho- 
1 inestérase, nous observons qu'au sein d ' u n  même tissu peuvent coexister des 
formes moléculaires différentes, non seulement par leur masse mol ai re mais 
aussi par la nature du glycanne qu'el les portent. C'est le cas de la  membrane 
du muscle digastrique où, bien qu  'imhunologiquement semblables, les formes 

tétramériques Gq e t  monomériques G1 possèdent des glycannes différents. 

Dans le  b u t  de caractériser par la résonance magnétique nucléaire 

l e  glycanne de la 5'nucléotidase des membranes plasmiques de foie, nous avons 
purifié l'enzyme. Cependant, les quantités obtenues se sont avérées trop faibles 
pour une te l l e  étude. C'est ainsi, que dans u n  premier temps, nous avons produit 
des anticorps par immunisation de lapin. Après fixation de ces anticorps sur 
des billes d'agarose, nous avons tenté de purifier la 5'nucléotidase, en une 
seule étape, par une technique d'imrnunoadsorption. Si nous avons observé une 

fixation de 1 'enzyme, quelque soient les techniques d'élution, nous n'avons pas 
pu obtenir une S'nucléotidase active. 11 semble que les modes d'élution que 
nous avons testés inactivent de manière irréversible 1 'enzyme. 



Les anticorps obtenus réagissent avec l a  5'nucléotidas mem- 
branaire des différents t i s s u s  que nous avons étudiés (muscle digastrique, 
noyau caudé, lymphocyte). Nous observons donc, corne dans l e  cas de 
l 'acétylcholinestérase,  que la  nature du glycanne de chacune des molécules 
n ' intervient apparemment pas dans les  reconnaissances antigéniques de l a  
5'nucléotidase. 

Devant l e s  résul ta ts  peu sa t i s fa i sants  de l a  purification 
par immunoadsorption, nous avons entrepris 1 'étude du glycanne de l a  
5'nucléotidase e t  de l 'acétylcholinestérase des membranes de noyau caudé. 
Par 1 'action combinée des lectines e t  des glycosidases, nous avons pu 
montré que l e  glycanne de ces deux enzymes e s t  probablement identique e t  
s e r a i t  de type N-acétyl 1 actosami nique. Ce type d ' étude indirecte s ' avère 
très u t i le  lorsque l a  glycoprotéine ne peut ê t r e  isolée en quantité suff i -  
sante. Cependant, les résu l ta t s  obtenus ne sont qu'indicatifs.  

La var iab i l i té  t i s su la i r e  de 1 a structure glycannique de 
chacun des enzymes nous inc i t e  à nous poser une sé r i e  de questions q u i  

rejoignent ce l l e s  qui ont é t é  récemment énoncées par SHARON (1984). 

1) Dans 1 'hypothèse q u i  suggère que 1 es glycannes des glyco- 
conjugués membranaires sont impliqués dans l e s  phénomènes de reconnaissance 
in terce l lu la i re ,  ce q u i  semble ê t r e  confirmé par de nombreux arguments, 
peut-on considérer que l eu r  hétérogénéité e s t  responsable du maintien de l a  
d ivers i té  e t  de 1 ' in tégra l i té  t i s su la i r e  ? 

2) Au cours de 1 'embryogénèse, 1 'apparition des t e r r i to i r e s  
présomptifs, destinés à constituer des t i ssus  spécifiques, es t -e l le  l iée  à 

1 'expression de structures glycanniques particulières des glycoconjugués 
de surface ? 



Si nous considérons les  deux enzymes que nous avons 

étudiés comme des sondes représentatives, i l  nous e s t  possible d'extrapoler 

à 1 'échelle ce1 lulaire  e t  d'observer que dans l e  cas du lymphocyte, qui a 
une origine mésoblastique , nous avons caractérisé un glycanne de type 01 i go- 
mannosidique pour l a  5'nucléotidase e t  l ' acé ty lchol ines tér~se .  Par contre, 

dans le  noyau caudé q u i  dérive du neuroectoblaste, les  enzymes ont des 
glycannes de type N-acétyl-lactosaminique. I l  e s t  c l a i r  que ce t t e  observation 
ne s u f f i t  pas pour é t a b l i r  l'hypothèse proposée puisque tous les  glycoconjugués 
de la surface d'une même cel lule  ne sont peut-être pas glycosylés de la même 

façon. Aussi, i l  s e r a i t  intéressant de savoir s i  les glycosylations sont 
suffisanment élaborées dans les premiers stades du développement embryonnaire 
ou bien s i  e l l e s  évoluent avec l a  maturation par la synthèse de glycosyl- 
transférases capables de catalyser 1 ' insertion du glycanne sur 1 a protéine 
e t  son élaboration. 

Les in teractions sucres-protéi nes au n i  veau des membranes 
impliquent 1 'existence de récepteurs membranai res des glycoconjugués. Pour 
expliquer l e s  reconnaissances spécifiques basées sur  la  présence des glyco- 
conjugués , i l e s t  nécessai re de supposer l 'existence de structures membra- 

nai res compl émentai res qui seraient en quelque sorte  des l ec t i  nes membra- 
nai res (MONSIGNY e t  aï!. , 1983). Ce1 les-ci pourraient intervenir dans les  
mécanismes de phagocytoses, mettant en jeu des structures glycoprotéiques 
dont l e  rô le  dans 1 'embryogénèse (ZANETTA e t  a l .  , 1984) e t  l e  transport 
des glycoconjugués, quoique peu connus, semblent importants. 

Sur la  base des résul ta ts  que nous décrivons dans l e  présent 
mémoire, nous pouvons suggérer, entre  autres,  deux axes de recherche : 

1) Une étude de l a  glycosylation de l a  5'nucléoti dase e t  de 
1 ' acétyl ch01 i nes térase. 

11 nous parai t  intéressant de comparer ' l e  métabolisme 
de ces enzymesdans deux types decellules(lymphocyte e t  hépatocyte) où ces 



deux molécules diffèrent pas la nature de leur glycanne, en étudiant 
particulièrement la glycosylation de ces deux enzymes e t  leur insertion 
dans les membranes. 

2)  Une étude de la nature du glycanne de ces enzymes 
au niveau de ce1 lu1 es tumoral es. 

Il serait  par exemple intéressant d'étudier les lymphocytes, 
en recherchant si dans certaines pathologies, les glycannes des enzymes mem- 
branai res sont modifiés. Ce type d ' étude pourrait ouvrir des perspectives 
de recherche dans la connaissance des interactions ce1 1 u l  aires. La caracté- 
risation d'éventuelles lectines membranaires peut constituer un  moyen 
d'approche dans l a  compréhension des phénomènes d'adhésivi té des ce1 lules, 
tel les que l a  dissociation de ce1 lules tumorales au niveau d'organe lymphoïde 
e t  l a  migration de ces cellules malignes, vers u n  autre organe responsable 
des processus métastasiques. 
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