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La transformation maligne conduit à de profonds remaniements du métabolisme cellulaire qui 

se traduisent par des modifications de l'organisation du cytosquelette conduisant à un changement 

de la morphologie des cellules, une augmentation du nombre de mitoses, une perte de l'inhibition de 

contact et une diminution de l'adhésion cellulaire. L'ensemble a pour conséquence une prolifération 

anarchique des cellules transformées. La transformation cellulaire s'accompagne d'une perturbation 

de la perméabilité membranaire et de modifications structurales des composants de la surface 

cellulaire faisant apparaître des néoantigènes. En outre, elle affecte profondément la glycosylation de 

la surface membranaire. Cette dernière modification se caractérise par une simplification des 

glycolipides et une augmentation de la taille des glycannes des N-glycosylprotéines, consécutive à 

une augmentation du nombre des antennes du type N-acétyllactosaminique et à une hypersialylation 

de ces structures. Ces réarrangements structuraux s'expliquent par des variations des activités des 

glycosyltransférases, et en particulier, par l'augmentation de l'activité de la N-acétylgluco- 

saminyltransférase V et des sialyltransférases spécifiques des structures N-glycosidiques. 

Compte-tenu du rôle essentiel que jouent ces structures glycanniques dans les phénomènes de 

reconnaissance cellulaire, ces modifications structurales sont vraisemblablement impliquées dans les 

phénomènes de cancérisation et, plus particulièrement, dans les mécanismes de la métastase. A cet 

égard, la présence de structures poly-antennées et poly-sialylées semble être l'une des conditions 

nécessaires pour que les cellules transformées acquièrent leur capacité métastatique. 

Par ailleurs, il apparaît, depuis quelques années, que les cellules transformées, après transfection 

par des oncogènes, présentent des modifications structurales de glycannes similaires à celles 

observées lors de transformations virales ou chimiques. 

Afin de tenter de mieux définir les raisons de ces modifications structurales et, en particulier, de 

l'augmentation de la sialylation des cellules transformées, nous nous sommes intéressée aux 

modifications des activités sialyltransférasiques, spécifiques des N-glycosylprotéines, à savoir la 

13-galactoside-a-2,3-sialyltransférase et la 13-galactoside-a-2,6-sialyltransférase. Pour cette étude, 

nous avons utilisé comme modèles cellulaires des fibroblastes de rein de Hamster (cellules BHK) 

transformées par l'oncogène r&, et dans un deuxième temps, des fibroblastes de Rat (cellules 

FR3T3) transformées par différents oncogènes dont l'oncogène m. 
Nous avons également montré que la transformation des cellules par l'oncogène conduisait à une 
augmentation des activités sialyltransférasiques et, en particulier, que cet oncogène activait 

considérablement la 13-galactoside-a-2,6-sialyltransférase des fibroblastes de Rat. De plus, nous 

avons pu montrer que cette augmentation d'activité était la conséquence d'une augmentation du taux 

d'expression de cette enzyme. Ce phénomène a un impact évident sur la sialylation de la surface 

cellulaire au niveau de laquelle nous avons pu mettre en évidence une forte augmentation de la 



séquence terminale NeuSAc(a2-6)Gal. Cette augmentation d'activité n'ayant pas été observée avec 

les autres oncogènes étudiés, tout porte à croire que ce phénomène est spécifique de l'oncogène m. 
Les résultats de cette étude présentés dans cette thèse font l'objet de deux mémoires soumis pour 

publication. En outre, ils ont fait l'objet des communications et des publications suivantes : 

Communications : 

1 - N. Le Marer, Q. Zhu, V. Laudet, H. Cazlaris, P Delannoy et J. Montreuil. 

Caractérisation de l'acide N-glycolylneuraminique dans différentes lignées de fibroblastes 

transfectés par l'oncogène humain c-Ha-m. 

XnIe Journées de la Chimie et Biochimie des Glucides. First mediterranean Conference on 

Carbohydrates, Avignon, 20-23 Mai 1990, p.25. (Poster). 

2 - N. Le Marer, V. Laudet, C. Lagrou, J. Montreuil et P. Delannoy. 

Modifications de la sialylation et des activités sialyltransférasiques des fibroblastes de Rat 

FR3T3 transfectées par les oncogènes v-rnvc et c-Ha-m. 

XVIIe Forum des Jeunes Chercheurs, Biochimie et Biologie Moléculaire, Villeneuve d'ascq, 

3-6 juillet 1990, p. 44. (Communication ode).  

3 - N. Le Marer, V. Vandamme, V. Laudet, C. Lagrou, J. Montreuil et P. Delannoy. 

Increase of Gal(B1-4)GlcNAc(B(l-R) : a-2,6-sialyltransferase activity in FR3T3 Rat 

fibroblasts transfected with c-Ha-ras hurnan oncogene. 

Conferences J. Monod, Aussois, 22-27 octobre 1990. (Poster). 

Publications : 

1- H. Cazlaris, N. Le Marer, V. Laudet, C. Lagrou, Q Zhu, P Delannoy and J. Montreuil. 

Modifications de la sialylation des cellules BHK211C13 après transfection in vitro par 

l'oncogène Humain c-Ha-m. 

C. R. Acad. Sci. Paris, 1990, accepté. 

2- N. Le Marer, V. Laudet, H. Cazlaris, N. Salomé, C. Lagrou, D. Stéhelin and P. 

Delannoy. 

The c - H a - m  oncogene induces an increase of the expression of the 

8-Galactoside-a-2,6-sialyltransferase in Rat Fibroblasts (FR3T.3) cells. 

Sera soumis pour publication à J.Biol. Chem. 





La tumeur maligne ou néoplasme se définit par une croissance anarchique de tissu, non 

coordonnée avec les tissus normaux adjacents (Willis et Willis, 1972). Cette croissance 

pathologique se distingue de la prolifération réparatrice et de l'hyperplasie. En effet, les cellules 

néoplasiques continuent à se multiplier, formant une masse croissante de tissu. 

De même, la cessation de stimuli impliqués dans la croissance cellulaire entraîne l'arrêt des mitoses 

d'un tissu normal mais pas celles du tissu cancéreux : l'inhibition de contact est abolie. La 

prolifération peut continuer indéfiniment après les modifications provoquées par un agent 

carcinogène et la tumeur peut être transplantée ou propagée par culture in vitro en gardant ses 

propriétés néoplasiques. 

Les cellules de tumeur bénigne montrent une certaine analogie avec les cellules normales 

contrairement aux cellules malignes qui se trouvent fortement dédifférenciées. Leur croissance est 

lente et n'est pas invasive. Une tumeur maligne se caractérise par la capacité qu'ont les cellules à 

envahir les tissus environnants et à s'infiltrer dans les vaisseaux produisant dans certains cas des 

métastases. 

La métastase ou tumeur métastatique est une tumeur dérivant de la tumeur primaire et située à 

distance de celle-ci. Le processus donnant naissance à de telles tumeurs secondaires est 

classiquement décrit comme une cascade d'événements comportant la dissociation spontanée du 

tissu tumoral, l'infiltration des cellules tumorales dans la circulation, puis l'arrêt des cellules au 

niveau du tissu cible (voir les revues de Nicolson, 1982 ; Parish et al., 1987). 

A - Transformation cellulaire 

Divers agents tumorigènes (d'origine virale, chimique ou physique) peuvent entraîner la 

transformation cellulaire et l'apparition de tumeurs in vivo (Bishop, 1987). 

La cellule transformée est l'objet d'un dérèglement des mécanismes gouvernant la prolifération et la 

différenciation cellulaire. La notion de cellule transformée est une notion relative reposant sur 

certains critères de transformation. In  vivo, la détection d'un état transformé se fait par la 

visualisation de tumeurs formées après inoculation à un animal syngénique ou immunodéprimé. In  

vitro, la transformation cellulaire peut être caractérisée par diverses modifications morphologiques, 

comportementales et/ou biochimiques affectant les cellules. 

En effet, la cellule transformée en culture peut présenter une série de modifications phénotypiques 

évidentes. Elle devient sphérique et réfiingente traduisant ainsi les changements que subit son 

cytosquelette, ce qui peut être observé par l'étude en immunofluorescence des filaments d'actine. 



Par ailleurs, la cellule transformée montre une abolition du contrôle de la croissance cellulaire ; elle 

a un cycle cellulaire plus court et des mitoses plus fréquentes. D'autre part, on peut observer la 

perte de l'inhibition de contact, c'est à dire que les cellules à confluence continuent à proliférer en 

formant des foyers tridimensionnels. 

On peut observer aussi une diminution de l'adhésivité cellulaire. Des modifications de la membrane 

plasmique, comme par exemple la diminution du taux des protéines d'adhésion cellulaires telle que 

la fibronectine, peuvent être visualisées par immunofluorescence. 

Cette diminution de l'adhésivité cellulaire peut correspondre à la capacité de certaines cellules à 

pousser en milieu semi-solide (milieu gélosé), capacité utilisée comme test de la transformation 

cellulaire. En effet, le nombre de clones obtenus permet d'évaluer le taux de transformation 

cellulaire. 

Alors que la cellule normale nécessite la présence de certaines hormones et de facteurs de 

croissance dans le milieu de culture, la cellule transformée devient indépendante vis-à-vis de ces 

substances et peut, dans certains cas, se maintenir en vie dans un milieu minimum 

La transformation cellulaire s'accompagne de modifications biochimiques de la membrane cellulaire 

avec une altération des glycolipides et des glycoprotéines membranaires et l'apparition de nouveaux 

antigènes de surface (néo-antigènes), devenant marqueurs de la transformation (Neville, 1986). Par 

ailleurs, elle peut aussi s'accompagner d'une augmentation de la sécrétion d'enzymes 

protéolytiques pouvant contribuer à la dégradation de la mamce extra-cellulaire des tissus 

environnants et permettre ainsi l'infiltration des cellules malignes dans le tissu hôte (Nicolson, 

1982) (Fig. 1 page 14) . 

B - Genèse des cancers 

C'est au début des années 70 que s'éveille la notion d''oncogène ou de gène de cancer". 

Cette notion repose sur certains faits : la perception de l'existence d'une prédisposition héréditaire à 

certains cancers, la présence de modifications chromosomiques au niveau de certains cancers, et 

l'impact des agents mutagènes dans la cancérogénèse. Mais c'est surtout l'analyse expérimentale de 

virus pathogènes qui a permis de manifester en premier l'existence de "gènes de cancer", (Bishop, 

1985). 
Depuis la découverte du premier proto-oncogène cellulaire c-s~c par D.Stéhelin en 1976, grâce à la 

sonde v--ç isolée du virus de sarcome de Rous (RSV), agent responsable de la transformation 

cellulaire, il a pu être établi une théorie unificatrice des cancers selon laquelle il existerait dans la 

cellule des gènes (proto-oncogènes) susceptibles d'être activés par une modification accidentelle 

due à l'un des agents cités précédemment (S téhelin et al., 1976). 



P U T E L E T  AGGAEGAT ION 

OTHER ACTWTIES 

Fipure 1; Des enzymes dégradatives présentes à la surface de la cellule maligne ou 
sécrétées dans le milieu environnant, pourraient jouer un rôle important 
dans le processus de la mise en place de la métastase. L'effet direct de 

ces enzymes est représenté par: ; les mécanismes d'autolyse 
et de feedback négatifs sont représentés par - - - - . 

AUTRE CEILLUE C U E  

fiètrov~rus CuN0RIU4LE R6trovinis N C R W  Tniwsi;3nME 

I 

I v-onc 

~rr:o-onc=gene 

Un viru's ancatrai a intégré son génome dans les chromosomes d'une cdlulc infect&. Ct genome 
a transduic un procosnco$éne c:llulaire qui passe ainsi sous le conrr6lc du virus. Une cel- 
lule normale iniecree par le virus recombinant ne peut plus contrôler le fragment cransduir 
cc acrivé (oncogene) et se mec ainsi à croître de facon anarchique. 

Fipure 2; Transduction d'un proto-oncogène par  un virus selon Stéhelin (1988) 



Depuis quelques années, les connaissances sur les mécanismes qui gouvernent la 

prolifération et la différenciation cellulaire, mécanismes dont le dérèglement aboutit à la 

transformation cellulaire, ont énormément progressé. Ceci grâce, principalement, à l'étude des 

oncogènes viraux et à l'identification de leurs analogues cellulaires, les proto-oncogènes cellulaires. 

C'est au début du siècle que l'on soupçonna l'existence d'agents biologiques pathogènes filtrables 

et transmissibles, appelés virus (virus à ARN et virus ii ADN), capables d'induire la transformation 

cellulaire. C'est Rous qui, en 1910, ouvrit le chapitre de l'histoire des virus à oncogènes par la 

découverte d'un virus chez le Poulet : c'est le virus de sarcome de Rous (RSV). 

L'étude et la description des oncogènes commença en 1965. C'est à paxtir de virus à ADN 

tel que le virus du polyome, que l'on a pu mettre en évidence l'existence de "gènes du cancer". 

Fried, en 1965, a démontré que la mutation de ce virus affectait ses capacités tumorigènes dans des 
cellules en culture. C'est un peu plus tard en 1970 que Martin, travaillant sur les rétrovirus, montra 

pour la première fois, en 1970, que le RSV contenait une fonction requise pour maintenir l'état 

transformé de la cellule. 

Dominique Stéhelin, en 1976, dans le laboratoire de Bishop et Varmus, a pu montrer que les 

v-ont dérivaient de gènes normaux cellulaires, les c-ont ou proto-oncogènes cellulaires, par 

recombinaison du génome viral avec le génome de la cellule hôte au cours de l'infection par un 

rétrovirus (Fig. 2 page 14). 
Il devenait donc possible à l'aide des v - r n  utilisés comme sonde, de mettre en évidence au sein 

de cellules eucaryotes des gènes contrôlant les mécanismes de prolifération et de différenciation 

cellulaires. En outre, ces v-oncs pouvaient permettre une approche simple d'un modèle d'action 

normale des c-D. 

Ces rétrovirus portant des gènes du cancer ont pu être caractérisés à partir de modèles animaux et 
ils se sont avérés être des outils intéressants pour l'étude des gènes impliqués dans le processus de 
l'oncogenèse. C'est sur cette base que des chercheurs ont cherché à savoir si des oncogènes étaient 

impliqués dans les cancers humains déjà caractérisés en cytogénétique et présentant des 



modifications chromosomiques (caractéristiques évidentes liées à la transformation dans certains 

cancers). 
Depuis longtemps des maladies dues à des translocations chromosomiques telles que le lymphome 

de Burkitt (translocation 8/14) et la leucémie myéloïde chronique (translocation 9/22) ont pu être 

caractérisées par visualisation en cytogénétique des anomalies chromosomiques par cytogénétique. 

Par les mêmes méthodes des zones d'ADN amplifiés dans les tumeurs ont été caractérisées (HSR 

pour Homogenously Stained Region et DM pour Double Minute : mini chomosomes). 

Dans certains cas de remaniements chromosomiques ou d'amplifications, on a pu associer la 

modification cytogénétique et l'activation d'un oncogène. C'est le cas, par exemple du lymphome 

de Burkitt et de la translocation 8/14 où le gène c - u  situé normalement sur le chromosome 8 est 

placé sous le contrôle de régions régulatrices du chromosome 14 qui ne sont pas les siennes. Ceci 

conduit à une sur-expression du gène qui, additionné à d'autres facteurs dont l'infection chronique 

par le virus d'Epstein-Ban; conduit au développement du lymphome (Croce, 1987). Ces cas sont 

relativement rares et bien d'autres types de cancer ne montrant aucune modification chromosomique 

évidente en cytogénétique devaient être étudiés. C'est avec cet objectif que de nombreuses équipes 

ont cherché à développer une autre méthode d'approche permettant de détecter des oncogènes 

activés au niveau de cancers humains pour lesquels rien d'évident n'était visible en cytogénétique. 

Ils ont donc été amenés à mettre au point des tests de détection dits : test 3T3. 

1 - Stratégie d'isolement des onco~ènes Dar le test 3T3 

La stratégie consiste à rechercher des gènes activés capables de transformer une lignée 

fibroblastique de Souris (NIH 3T3) en introduisant par transfection des fragments d'ADN 

provenant de cellules transformées ou de tumeurs humaines. La transfection réalisée par 

CO-précipitation au phosphate de calcium (Graham et Van Der Erb, 1973). La méthode consiste à 

mélanger de l'ADN à un tampon phosphate faiblement concentré, et à ajouter du CaClz : il y a alors 

formation d'un précipité de phosphate de calcium où l'ADN CO-précipite. Lorsque les cellules sont 

mises en présence de ce précipité, elles absorbent l'ADN. L'équipe de Cooper, en 1979, a utilisé 

les NIH 3T3, particulièrement efficaces pour l'absorption de l'ADN, en les transfectant par de 

l'ADN de RSV (Coperland et al., 1979). Les cellules forment alors des foyers de cellules 

morphologiquement transformées (Fig.3 page 17). Par ailleurs, le groupe Wigler en 1979 a montré 

que des cellules de Mammifères pouvaient être CO-transfectées avec un gène eucaryote 

non-transformant (celui de la 8-globine, par exemple) et un marqueur de sélection tel que le gène de 

résistance à la néomycine (Wigler et al., 1979). Ainsi les cellules transfectées sont sélectionnées sur 

un milieu contenant cet antibiotique. L'analyse des cellules transfectées résistantes au milieu de 

sélection montre qu'elles contiennent, intégrées dans leur génome, un assez grand nombre de copies 

du gène é tudié . 'h  sites d'intégration sont multiples, non spécifiques et disséminés dans le 
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génome. Dans le cas de la transfection de l'ADN provenant de cellules humaines, l'analyse de 

l'ADN des cellules transfectées est facilitée par l'utilisation de sondes spécifiques des séquences 

répétitives alu (Jelinek et al., 1980) qui permettent de séparer les séquences humaines 

transformantes au sein du génome de Souris. 

Ce test a permis de révéler que les gènes activés dans de très nombreux cancers humains sont des 

membres de la famille : c-Ha-m, c-Ki-= ou N-m. Ce dernier gène n'a pas d'équivalent viral 

connu et son existence a été révélée par le test 3T3, par transfection d'ADN de lignées de 

fibrosarcomes et de rhabdomyosarcomes (Marshall, 1982; Hall et al., 1983). La plupart du temps, 

les gènes sont activés par mutation ; N-rn est activé par amplification dans certains cas (Fasano 

et al., 1984). 

Cependant, cette technique ne permet pas de détecter tous les oncogènes. A ce titre, le groupe de 

Wigler (Fasano et al., 1984), en utilisant la technique de CO-transfection, a mis au point un test de 

tumorigénicité chez la Souris athymique qui permet de détecter des gènes n'induisant pas forcément 

de changements phénotypiques des NM 3T3, mais provoquant toujours la formation de tumeurs. 

Après CO-transfection de l'ADN étudié et d'un marqueur de sélection (rapport 100/1), puis sélection, 

les cellules résistantes sont injectées de manière sous-cutanée à des Souris athymiques 

(environnement favorable au développement de la tumeur) (Fig.4 page 19). La sensibilité du test 

3T3 est ainsi accrue, puisque des gènes non identifiables par le test classique sont mis en évidence 

de cette façon. 

2 - Activation d'un oncogène cellulaire 

Les oncogènes cellulaires peuvent être activés de deux façons : 

- soit le produit du gène est affecté au niveau d'une fonction importante, comme c'est le cas de 

l'oncogène c - ~ a ~ s  qui, pour les mutations ponctuelles sur les codons 12, 13 ou 61 (fig.5, page 19) 

(Santos et al. 1982, Taparowsky et al., 1983) voit son activité GTPasique normale fortement 

diminuée. Ceci laisse la molécule sous une forme active, c'est à dire liée au GTP. Son maintien 

anormalement long sous cette forme, conduit à la dérégulation de la croissance cellulaire. 

- soit le produit de l'oncogène est normal, mais présent en plus grande quantité, comme dans 

l'exemple type du gène c-mvc Martin et a1.,1986, ont pu montrer que le gène c-mvc humain placé 

demère un promoteur fort comme un LTR (Long Terminal Repeat) viral suffisait à transformer des 

fibroblastes embryonnaires de Caille. 

Dans la plupart des cas, les deux formes d'activation peuvent être présentes. C'est le cas pour 

l'activation du proto-oncogène erbB. 
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3 - Jmolication des onco~ènes  - dans le métabolisme cellulaire 

L'une des caractéristiques évidentes des cellules transformées est de présenter un pouvoir 

mitogène accru par rapport aux cellules normales. Ainsi on a pu attribuer aux oncogènes des rôles 

perturbateurs dans le déroulement de la division cellulaire. 

Les oncogènes ont pu être divisés en plusieurs classes fonctionnelles. Ces classes recoupent toutes 

les étapes qui assurent le passage du signal extra-cellulaire, fourni par exemple par un facteur de 

croissance, jusqu'à l'activation de gènes effecteurs responsables de la progression de la cellule à 

travers les différentes phases de son cycle. La cascade d'événements conduisant à la mitose et dans 

laquelle intaviendraient les produits des oncogènes est schématisée par la figure 6 (page 2 1). 

Les oncogènes sont classés selon leur fonction : 

a- Facteurs de croissance 

C'est en 1983 que l'on démontra pour la première fois qu'un oncogène pouvait coder pour 

une molécule impliquée dans le contrôle de la croissance cellulaire : l'oncogène v-&, porté par le 

virus sarcomateux du Singe (SSV) est responsable de cancers variés chez cet animal. La protéine 

codée par c - a ,  proto-oncogène correspondant, n'est autre que le fragment de la chaîne du facteur 

de croissance PDGF (Hunter, 1987). La cellule produisant cet homologue du facteur de croissance 

du PDGF va s'autostimuler (boucle autocrine). 

b-Récepteurs de facteurs de croissance 

Le facteur de croissance, en se fixant sur le récepteur membranaire, forme un complexe 

ligand-récepteur activant une protéine kinase associée à ce récepteur. Certains oncog2nes peuvent 

également coder pour des récepteurs de facteurs de croissance ; par exemple, l'oncogène v-&B du 

virus aviaire AEV code pour une version tronquée et constitutivement fonctionnelle du récepteur de 

1'EGF (Downward et al., 1984). Ce récepteur possède une activité tyrosine kinase constitutive et il 

réagit en permanence comme si le facteur de croissance était présent et, de ce fait, stimule en continu 

la cellule (Revue dans Ullrich et Schlessinger, 1990). 
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c - Effecteurs cytoplasmiques ou seconds messagers 

Une fois le récepteur du facteur de croissance activé, le signal mitotique doit "voyager" du 

cytoplasme vers le noyau, par le biais de seconds messagers. Plusieurs mécanismes distincts 

peuvent intervenir dans la voie de transduction. Ces mécanismes induisent généralement la 

phosphorylation de protéines, ce qui permet de moduler leur activité de façon rapide et réversible. 

Ces réactions de phosphorylation sont catalysées par des protéines kinases spécifiques des résidus 

tyrosine (v-srç) ou de sénne et de thréonine (v-~nilIr&). Par ailleurs, Stem et al., en 1988, ont 

démontré que la transformation cellulaire s'accompagnait d'une augmentation globale du nombre de 

protéines phosphorylées par l'activation de la protéine p185"eU codée par le proto-oncogène c - m .  

- Voie des phosphatidyl-inositols (PI) : La stimulation d'un récepteur à tyrosine kinase par son 

ligand conduit à l'activation de la phospholipase C membranaire qui hydrolyse le 

phosphatidyl-inositol diphosphate (PIP2) en libérant de l'inositol-tri-phosphate (IP3) et du 

diacylglycérol (DAG). Ce dernier active la protéine kinase C (une sénne/thréonine kinase) qui 

phosphoryle certaines protéines et notamment une pompe Na+/ H+ conmbuant à augmenter le pH 

intra-cellulaire. 

L'IP3 qui diffuse dans le cytoplasme va activer des canaux calciques conduisant à la libération du 

calcium intracellulaire. 

Certains oncogènes à activité kinase peuvent interférer au niveau de cette voie. C'est par exemple, le 

cas du gène c - s  qui code pour une protéine de 60 Da à activité tyrosine kinase. Cette protéine est 

liée à la face inteme de la membrane par une ancre lipidique. Elle jouerait un rôle au niveau de la 

voie des phospho-inositides. 

- Voie de l'adénylate cyclase : Il existe un autre système de seconds messagers conduisant à la 

production de ltAMPc. 

L'adénylate cyclase, sous le contrôle d'un système complexe de protéines G, pourra être activée et, 

dans ce cas, hydrolyser 1'ATP en AMPc. Les protéines G sont elles-même activées par des 

récepteurs membranaires n'ayant pas d'activité kinasique (par exemple le récepteur de 

l'acétylcholine). L'AMPc va activer la protéine kinase A (PKA) qui à son tour va phosphoryler des 

enzymes susceptibles d'activer des canaux ioniques. 

Il existe une homologie de séquence entre la sous-unités a des protéines G et les protéines des 

proto-oncogènes de la famille m. Elles sont ancrées dans la membrane et ont une activite 

GTPasique à la seule différence que la p21ras, activée du fait de sa mutation, voit son activité 

GTPasique diminuer considérablement. Cette protéine serait donc impliquée à plusieurs niveaux 

dans les voies de transduction de seconds messagers. Leur mécanisme d'action n'est pas encore 

bien défini. Une étude plus approfondie des oncogènes est réalisée plus loin. 



d - Facteurs de transcription 

La régulation de l'expression des gènes s'effectue grâce à l'interaction de facteurs régulateurs 

agissant de façon positive (activateurs) ou négative (inhibiteurs) avec de multiples éléments ou 

séquences de l'ADN (promoteurs et/ou enhancers) généralement localisés en 5' des séquences 

codantes. Ces facteurs de transcription appartiennent à un réseau de protéines nucléaires dont 

l'expression conjointe ou successive permet la reprogrammation de l'expression génétique en 

réponse à des signaux extracellulaires, par le biais des seconds messagers vu précédemment. 

Les protéines nucléaires de type récepteur intracellulaire (c-grbA, récepteur aux hormones 

thyroïdiennes) ou agissant de manière indépendante d'un ligand sont capables de moduler 

directement ou indirectement la transcription d'autres gènes susceptibles de contrôler la division 

et/ou la différenciation cellulaire. Ainsi, les produits des oncogènes v-fgs et v - h  s'associent en un 

complexe qui se fixe spécifiquement sur une séquence nucléotidique de reconnaissance (site 

AP-11PEA-1) (Chiu et al., 1988) présente dans le promoteur de gènes cibles. De même, les produits 

des oncogènes de la famille reconnaissent les sites PEA3 situés en amont de nombreux gènes 

comme celui de la collogénase (Imler et al., 1988; Wasylyk et al., 1990). Quelques oncogènes 

impliqués dans les voies décrites précédemment sont représentés dans le Tableau 1 (page 24). 

B - Coooération d'oncogènes 

Des études expérimentales in vivo ont pu montrer que la carcinogenèse était l'aboutissement 

de plusieurs étapes consécutives. L'initiation, phénomène irréversible affectant un élément clé du 

génome cellulaire, rend la cellule suffisamment "anormale" pour qu'elle puisse répondre à un 

deuxième agent carcinogène (le promoteur) et progresser vers la malignité. 

1 - in  vitro 

De nombreux chercheurs ont tenté de mettre en évidence l'implication des oncogènes dans le 

processus de la transformation cellulaire in vitro. 

Rassoulzadegan et al., en 1982, dans l'équipe de Cuzin, ont démontré l'importance des trois gènes 

portés par la région codante précoce du virus du polyome dans la cancérogenèse multi-étapes de 

fibroblastes de Rat. Dans le même domaine, Land et al. dans l'équipe de Weinberg, ont montré, en 

1983, la possibilité de transformer des cellules primaires de fibroblastes de Rat par coopération des 

oncogènes et m. Ce modèle a été affmé grâce aux observations faites par Spandidos et Wiikie 
en 1984, montrant que l'environnement cellulaire était très important lors de la transformation. Dans 

le même ordre d'idée, Land et al., en 1986, ont démontré que la capacité d'un oncogène à 
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transformer une cellule dépendait du taux de son expression, mais aussi des conditions de milieu de 

culture, confinnant de ce fait les observations de Spandidos. Les cellules normales seraient donc 

capables d'inhiber fortement la prolifération des cellules transfectées. 

Ces observations sont en faveur de l'hypothèse selon laquelle les cellules à confluence sécréteraient 

dans le milieu des substances inhibimces de la croissance cellulaire (Resnitzky et al., 1986 ; La 

Rocca et al., 1989). 

L'oncogène ~jbs (oncogène cytoplasmique) serait capable d'induire une modification de la 

morphologie cellulaire, il permet à la cellule de pousser en agar, mais il n'aurait aucun rôle sur 

l'immortalisation, alors que (oncogène nucléaire) est capable d'immortaliser la cellule sans 

induire les modifications caractéristiques induites par (Bignami et al., 1988). 

Dans la nature, il existe des virus à deux oncogènes qui sont des modèles précieux de coopération. 

Par exemple, Bechade et al. en 1985 ont utilisé le rétrovirus oncogène aviaire MH2 (Mill Hill 2) qui 

comporte dans son génome les oncogènes v - m  et v - d .  Ce virus est capable de transformer des 

cellules de rétine de Poulet (CNR). On a pu démontrer que v - d  intervenait dans l'induction de la 

prolifération des cellules, alors que mvc transforme ces cellules déjà "immortalisées". Cette 

coopération est nécessaire pour transformer les macrophages aviaires in vitro : alors que 

intervient dans la prolifération, permet leur croissance sans adjonction de cMGF (Chicken 

Myelomonocytic Growth Factor) (Graf et al., 1986). En contre-partie, Casalbore et al. en 1987 

démontraient que v-mvc suffisait pour transformer les cellules CNR cultivées dans un milieu très 

riche. Une fois de plus, ces résultats contribuent à démontrer que le milieu environnant joue un rôle 

important dans le pouvoir transformant d'un oncogène, les milieux très riches étant plus favorables 

au développement du phénotype transformé. 

Tous les modèles de coopération d'oncogènes, impliquent généralement la coopération d'un 

oncogène immortalisant et d'un oncogène transformant (Weinberg, 1985). Dans le cas décrit par 

Amouyel et al. (1989), deux oncogènes nucléaires peuvent aussi induire une transformation 

cellulaire des C M .  

2 - in vivo 

Depuis ces travaux, des chercheurs ont essayé de montrer in vivo l'importance de ces 

mécanismes dans le développement des cancers. L'utilisation de Souris transgéniques constitue un 
- .  

des moyens les plus courants pour réaliser ce genre d'étude. 

Pour pouvoir étudier l'impact d'un oncogène dans un tissu in vivo, il est nécessaire de placer ce 

gène dans un contexte favorable à son expression. Le choix du promoteur est primordial. Celui d'un 



gène fortement exprimé dans le tissu cible pourra être greffé à l'oncogène étudié. Ce gène hybride 

sera ensuite inoculé à des cellules embryonnaires, lesquelles seront réimplantées chez des Souris, 

dans l'objectif de les rendre transgéniques. Cette technique a permis récemment de mieux 

comprendre l'effet des oncogènes seuls ou en coopération dans un environnement cellulaire plus 

approprié, et de mieux cerner leur implication dans la prolifération et la différenciation cellulaire, 

ainsi que la cancérogenèse. 

Quaife et al. en 1987, ont montré qu'un oncogène c-Ha-m activé et contrôlé par le promoteur du 

gène de l'élastase 1 introduit chez des Souris transgéniques est suffisant pour conduire à la. 

transformation rapide des cellules foetales pancréatiques, contrairement à mvc; qui n'a aucun effet 

dans les mêmes conditions expérimentales. 

Dans la plupart des lymphomes de Burkitt, on a montré que le gène mvc se trouvait, par suite d'une 

translocation chromosomique, sur les chaînes lourdes d'immunoglobulines. Dans le cadre de cette 

étude, des chercheurs ont mis en évidence in vivo que l'expression constitutive de l'oncogène 

c-~n,y  sous le contrôle de ce promoteur (Ep-mvc) suffisait à induire la prolifération des cellules 

lymphoïdes B et les prédispose à la lymphogenèse, et, d'autre-part, qu'il augmentait 

considérablement l'impact des oncogènes v - H a - a  et v-mf dans la transformation des cellules 

lymphoïdes B. De même, l'analyse in vitro des lymphomes induits par Ep-I~,YE révèle l'apparition 

de mutations spontanées des gènes N-rn et Ki-rn sur le codon 61. Ceci pourrait bien expliquer une 

des voies de progression de la lymphogenèse (Langdon et al., 1988; Alexander et al., 1989a ; 

1989b). 

C- Les anti-oncogènes 

On a longtemps pensé que la transformation maligne était un caractère dominant par rapport 

au phénotype normal. En effet, des expériences in vitro d'hybridation cellulaire entre des cellules 

malignes et des cellules normales produisaient souvent des hybrides transformés. Des chercheurs 

ont tenté de sélectionner des souches de cellules normales qui, après hybridation avec les cellules 

transformées, produisent des hybrides à phénotype normal. Ils ont de même observé que le 

caractère non transformé persiste tant que certains chromosomes restent présents. Après plusieurs 

passages, la disparition de certains chromosomes confère à la cellule le phénotype transformé (Klein 

G., 1987). 

Ces données suggéraient l'existence de gènes suppresseurs du phénotype cancéreux. La disparition 

d'un gène indispensable à l'inhibition de la croissance cellulaire pourrait induire une croissance 

anormale de la cellule. C'est depuis l'identification du gène de susceptibilité au rétinoblastome 

humain, nommé gène Rb, et de sa protéine, que l'hypothèse de l'existence des anti-oncogènes a ét6 

démontrée. Le rétinoblastome affectant les cellules souches des cônes rétiniens est une maladie très 
- - 
- rare (5,6 caiiO0 000). Cette maladie est héréditaire et ne touche que les enfants (Harel, 1989). 



L'analyse de ces cellules a permis de caractériser la disparition d'un fragment sur le bras long du 

chromosome 13 (13q14). La caractérisation du gène Rb s'avérait très difficile. C'est grâce aux 

travaux de plusieurs équipes et notamment de celle de Weinberg qu'il fut possible de cloner le gène 

Rb (Friend et al., 1986 ; Lee et al., 1987). L'étude de sa protéine a montré qu'elle était nucléaire et 

serait susceptible d'être phosphorylée par des enzymes intervenant dans le contrôle du cycle 

cellulaire (Friend et al., 1987 ; Lee et al., 1987). 

Depuis la découverte de Rb, on a retrouvé dans cette famille un gène jusqu'ici connu comme 

oncogène : le gène de la p53. Finlay et al., en 1989, ont mis en évidence une activité anti-oncogène 

dominante de la p53, malgré les nombreuses discussions faites à son sujet. En effet, la p53, 

protéine nucléaire, a la particularité de se fixer à de nombreuses protéines cellulaires. On a montré 

que la p53 se trouvait fréquemment inactivée dans de nombreux cancers humains, par exemple le 

carcinome du colon (Baker et al., 1990). Elle se trouve généralement en grande quantité dans les 

cellules transformées, immortalise la cellule et coopère avec dans la transformation, ce qui lui a 

valu le titre d'oncogène". Une fois mutée, elle est toujours présente mais inactive dans la cellule, et 

cette abscence, est responsable du phénotype transformé ce qui en fait également un anti-oncogène. 

Depuis, un autre anti-oncogène, K-rev, a été caractérisé. Il appartient à la famille des gènes 

(Kitayama et al., 1989). Des travaux récents ont montré qu'il pouvait inhiber l'action de la p2lras 

(Frech et al., 1990) et cette inhibition reposerait sur l'existence d'une homologie de séquence entre 

les deux protéines, ceci au niveau de la région effecmce de la p21ras (Zhang et al., 1990). 

I l  est clair que oncogènes et anti-oncogènes jouent un rôle important dans les différents systèmes de 

régulation de la croissance cellulaire. 

D - L'onco~ène ras 

1 - Présentation 

Les oncogènes furent d'abord identifiés dans les souches Harvey (Ha) et Kirsten (Ki) des 

virus de sarcome de Rat, deux virus à haut pouvoir transformant engendrés par la transduction des 

deux proto-oncogènes cellulaires Ha-m et Ki-= (Barbacid, 1987). La protéine oncogène produite 

par ces virus est une protéine de 21 kDa appelée p2lras. Le "test 3T3" (voir page 13) a permis de 

mettre en évidence l'existence d'oncogènes cellulaires activés c-Ha-ra, Ki-= et N-~ib~  au 
niveau de nombreuses tumeurs humaines (Santos et al., 1982 ; Parada et al., 1982 : Hall et al., 

1983), et notamment pour l'oncogène Ki-rn au niveau de tumeurs colorectales (Der et Cooper, 

1983 ; Mc Coy et aL, 1983 ; Forrester et al., 1987 ; Bos et al., 1987). L'étude de ces oncogènes 

a révélé que leur activation provenait de mutations ponctuelles au niveau des codons 12, 13 ou 61 

(Reddy et al., 1982 ; Tabin et al., 1982 ; Bos et al., 1985 ; Bos et al., 1987). Dans d'autres cas @us 



restreints, cette activation peut s'accompagner d'une mutation du dernier intron qui serait 

responsable de l'augmentation de la capacité transfomante de l'oncogène c-Ha-r_a~s (Cohen et 

Levinson, 1988). La troncature de l'exon-1 non codant de c-Ha-w peut produire le même effet 

(Cichutek et Duesberg, 1986). 

Par ailleurs, les oncogènes cellulaires semblent être particulièrement "sensibles" aux agents 

carcinogènes ; ainsi des expériences menées chez des Mammifères à qui l'on induisait des 

carcinomes par des agents carcinogènes chimiques, montrent que, dans la plupart des cas, des g b s  

sont activés (Balmain et al., 1983 ; Balmain et al., 1984). Des expériences menées in vitro, 

montrent que des cellules immortalisées peuvent être transformées par différents oncogènes r a  

activés par mutation, ou encore que peut agir en coopération avec d'autres oncogènes pour 

transformer des cellules primaires (Land et al., 1983 ; Ruley, 1983 ; Newbold, 1983). 

Les protéines N, Ha et Ki p2lrm sont membres d'une grande famille de petites protéines se 

liant au GTP/GDP : la famille des protéines G. Les p2lras présentent une grande homologie 

structurale et fonctionnelle avec les sous-unités a des protéines G. 

Les protéines ra,s ont une localisation sous-membranaire. Elles sont fixées à la membrane par 

l'intermédiaire d'un groupement farnésyl qui sert "d'ancre lipidique" et qui est fixé à par sa 

partie C-terminale (CAAX box). Une localisation correcte dans la membrane est nécessaire pour 

assurer l'activité fonctionnelle des protéines m. Des mutations de la région CAAX box de la partie 

C-terminale de la protéine affectant la cystéine inhibe son activité, la polyisoprénylation ne pouvant 

plus se faire. Dans certains cas, le ciblage spécifique membranaire implique l'addition d'un 

groupement supplémentaire palrnityl sur une autre cystéine (1 8 1 ou 184), ceci pour Ha-m et N--s, 

mais pas pour Ki-= (Hancock et al., 1989). 

Comme les protéines G, les p2lras sont actives associées au GTP et inactives associées au GDP. 
L'hydrolyse du GTP se fait par l'action GTPasique de la protéine (Lacal et al., 1984 ; Mc Grath et 

al., 1984). La p21ras mutée sur les codons 12,13 ou 61 montre une diminution de son activité 

GTPasique avec persistance du complexe actif p21ras-GTP. Cette forme active lors de la 

transduction d'un signal transmembranaire n'est que transitoire et son maintien anomalement long 

est responsable de la dérégulation des signaux impliqués dans la croissance et la différenciation 
cellulaire. 

Le mécanisme d'action de la p2lras n'est pas encore bien connu.   es travaux menés dans un 

premier temps chez la L e m  Saccharomyces cereviseae, avaient montré que la p21rm induisait une 
activation de l'adénylate cyclase (Barbacid, 1987). Mais ceci n'a pas été démontré chez les cellules 

de Mammifères (Beckner et al., 1985). Elle agirait donc à un autre niveau dans la cellule, ce qui . 



permet de relativiser la notion de conservation du gène au cours de 1'Evolution étant donné que 

cette protéine aurait une action différente dans la Levure et dans la cellule de Mammifère. 

La micro-injection de p2lras dans des oocytes de Xénopes induit leur maturation (Birchmeier et al., 

1985) et, d'autre part, stimule la production de diacylglycérol ainsi que d'autres intermédiaires 

métaboliques de la voie des phospho-inositides (Lacal et al., 1987). Elle induit également de cette 

façon une augmentation du pH intracellulaire chez des fibroblastes de Souris NIH 3T3 (Hagag er 

al., 1987). De même, la transformation des NIH par s'accompagne d'une augmentation ch 
l'activité choline kinase (Macara, 1989). Donc, tout porte à croire que la p21ras est impliquée dans 
la voie des phospho-inositides (Berridge et al., 1984 ; Fleishman et al., 1986 ; Urumow et Wieland, 

1990), système ubiquitaire qui semble jouer un rôle clé dans diverses fonctions cellulaires. 

La famille des protéines a pourrait toutefois intervenir comme relais dans l'activation de récepteurs 

membranaires, mais aussi au niveau de modifications structurales du cytosquelette : Cette hypothèse 

pourrait expliquer leur efficacité dans la transduction de signaux par une réorganisation spatiale des 

éléments de transduction (Hanley et Jackson, 1987). 

3 - Mécanisme d'action de ras 

L'importance de l'oncogène ras dans la régulation des signaux de transduction intracellulaire 

a depuis longtemps été mis en évidence mais son mécanisme d'action biochimique reste actuellement 

obscur. 

De nombreuses voies de signaux de transduction peuvent être bloquées par la micro-injection 

d'anticorps neutralisant ras dans les cellules au niveau de cellules quiescentes stimulées par 

différents facteurs de croissance. Ras powait bien être une molécule régulatrice permettant une 

liaison entre Ies récepteurs de facteurs de croissance et les voies de signaux de transduction 

connues. Un des moyens de cerner son mécanisme d'action est d'identifier à la fois les facteurs 

activateurs impliqués en amont et en aval de la p2lras. La régulation de la protéine peut 

essentiellement se faire en amont (échanges de nucléotides GTPIGDP) ou en aval lors de 

l'hydrolyse du GTP (fig. 7 page 30). 

a - Signaux en amont 

Le taux de libération de guanine nucléotides des protéines est extrêmement faible.Ceci a permis 
de supposer l'existence d'un effecteur permettant d'accélérer la libération du GDP et, de ce fait, de 

favoriser l'échange GDP/GTP. Ce facteur a été isolé à partir du cytosol de cerveau de Rat. Cette 

protéine ras-GRF m-guanosine releasing factor) pourrait bien être impliquée dans l'activation de la 

protéine (Hoshino et al., 1988). 
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Figure 8: La GAP pourrait bien être un effecteur et un régulateur de la protéine r a .  Le modèle de 

gauche décrit la GAP intéragissant avec une protéine normale et celui de droite, avec une 

protéine ras mutée sur les codons 12,59 et 61 générant un signal incontrôlé (Mc Cormick, 1990). 



b - Signaux en aval 

Des travaux récents ont montré l'existence d'une protéine activatrice de la p21ra et des protéines G 

appelée GAP(Guanosine Triphosphatase Activating Protein). C'est une protéine de 120 kDa liée à la 

membrane. Elle agirait au niveau d'un site effecteur de la protéine p21ra (Sigal et al., 1986). On a 

longtemps attribué à la p 2 l r a  une activité GTPasique intrinsèque mais, depuis la caractérisation de 

la GAP, il est clair actuellement que la GAP est un effecteur de la p21ra et active la conversion du 

GTP-p21 en GDP-p21 (Trahey et al., 1988). En effet, la p21ras. isolée et purifiée montre une 

activité GTPasique très faible qui, en présence de la GAP, est considérablement augmentée (jusqu'à 

100 fois son activité GTPasique intrinsèque). Par ailleurs, elle n'a aucun effet sur les oncoprotéines 

dont les mutations sont en 12, 59 et 61 (site de liaison au GTP), pour lesquelles l'activité 

GTPasique intrinsèque semble affectée par ces mutations. Ces mutations seraient susceptibles 

d'induire une modification conformationnelle de la protéine empêchant l'activité hydrolytique du 

GTP, mais n'empêcheraient pas la fixation de la GAP à la p21ra sur un site effecteur. Ce site serait 

localisé dans la région située entre les résidus acides aminés 32 et 40 (Sigal, 1988 ; Adari et al., 

1988). Des études cristallographiques de la protéine r a  ont apporté des informations sur la 

topologie de cette demière (De Vos et al., 1988 ; Pai et al., 1989). Le site de reconnaissance de la 

GAP serait effectivement la région codée entre Tyr 32 et Tyr 40 et plus précisément au niveau de 

Thr 35 (Jumak et al., 1990). Des mutations à ce niveau inhibent l'interaction de la protéine et la 

GAP. 

La GAP agirait en aval de la p21ras (fig.8 page 30), viendrait se fixer sur la p21raS-GTP et 

catalyserait la réaction de conversion en GDP, mécanisme conduisant à la transmission d'un signal 

sous-jacent dans la voie de transduction. 

Récemment, Yatani et al., en 1990, travaillant à partir de membranes isolées, ont pu montrer en 

examinant le contrôle des canaux potassiques par les protéines G après l'activation d'un récepteur 

muscarinique, que l'addition de GAP recombinante avec bloquent rapidement le courant à 

travers les canaux activés. L'effet de l'addition de la GAP recombinante est dépendante de la 

présence de endogène dans la membrane, De même, un recombinant nécessite la présence de 
la GAP endogène pour permettre ce phénomène. Ce complexe GAP-= pourrait bien servir 

d'inhibiteur du complexe formé par les sous-unités de la protéine G et notamment de l'association 

des sous-unités p,y et de la sous-unité a. 

Par ailleurs, on sait que la GAP est phosphorylée sur un résidu tyrosine en réponse à l'action de 

I'EGF ou du PDGF (mais pas de l'insuline). Après phosphorylation, la GAP est très fortement 

associée avec le récepteur du PDGF. Actuellement nous savons que ce récepteur se lie et 

phosphoryle au moins 4 protéines en réponse à sa stimulation : la phospholipase C (PLC), c-af, la 

PI3 kinase et k GAP présenté Fig.9 (page 33) (Hall, 1990a). La délétion de 83 acides aminés de la 

iégion montrée en sombre sur le schéma inhibe la transmission du signal mitotique et bloque la 



liaison de la GAP ainsi que la PI3 kinase. Ceci qui impliquerait que ces 2 protéines sont nécessaires 

à la transmission du signal mitotique et que la GAP peut recevoir directement un signal du récepteur 

activé. Que devient alors dans cette hypothèse ? GAP est-elle ou non un effecteur de l'activité de 

? Ces questions n'ont pas encore reçu de réponse (Mc Cormick, 1989a; 1989b). 

4 - Les familles r u  

De nombreux travaux ont montré que l'expression de ces gènes est très importante au niveau 

des tissus foetaux et embryonnaires, alors qu'elle diminue considérablement dans les tissus adultes 

(Müller et al., 1982). 

Depuis la découverte des proto-oncogènes c -Ha- r~ ,  c-Ki-= et N-ras, de nouveaux gènes ont été 

identifiés sur la base de leur homologie à ras (ral, R-ra, rho. rab. r a ~ l  et montrant 30 à 60 % 

d'homologie avec les protéines (Chardin et Tavitian, 1986 ; Lowe et al., 1987 ; Madaule et Axel, 

1985 ; Touchot et al., 1987 ; Pizon et al., 1988). Ces protéines interviennent dans de nombreuses 

voies métaboliques mais leurs fonctions restent encore incertaines. On peut toutefois noter que les 

protéines présentant une homologie de 60 % avec les protéines ras comportant la CAAX box sont 

impliquées dans les voies de transduction. Par exemple, la surexpression de raD lA  induit une 

réversion du phénotype transformé de cellules transfectées par ras. par le fait que r a ~ î A  entre en 

compétition avec vis-à-vis de la GAP. Les protéines présentant moins d'homologie comme par 

exemple rho. seraient présentes dans l'appareil de Golgi et le cytoplasme et joueraient un rôle au 

niveau de l'organisation du cytosquelette du fait de leur action sur la stabilité des réseaux d'actine 

(Fig. 10 page 34 ; Hall, 1990b). 



Fipure 9: La stimulation du récepteur du PDGF conduit à la phosphorylation de nombreuses 

protéines conduisant à une variété de signaux intracytoplasmiques (Hall, 1990). 
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Boyd et Renkonen, au début du siècle, ont mis en évidence l'existence d'agglutinines 

végétales, que l'on appellera plus tard lectines, capables d'agglutiner de manière spécifique et 

réversible, des cellules sanguines (Boyd et Reguera, 1949 ; Renkonen, 1948 ; Boyd, 1954). En 

corrélation, Watkins et Graham démontraient en 1952 que les déterminants antigèniques des 

groupes ABH reconnus par les lectines étaient de nature oligosaccharidique (voir revue générale de 
Sharon et Lis, 1987). Nowell, en 1960, montra que la lectine de Haricot (PHA) était capable 

d'induire la transformation blastique des lymphocytes. Aub, au début des années 60 (Aub et al., 

1963 ; 1965 ; 1965a) montra, pour la première fois, que la transformation cellulaire affectait la 

glycosylation de la surface cellulaire, ceci par des lectines (WGA et ConA), révélant une 

modification de l'agglutinabilité des cellules malignes comparativement aux cellules normales. 

Morell, en 197 1, mit en évidence l'existence de lectines membranaires (Morell et al., 197 1). C'est 

un peu plus tard, grâce au développement des méthodes analytiques, qu'une multitude de structures 

oligosaccharidiques furent décrites (Montreuil, 1980 ; 1982 ; 1984a ; 1984b ; 1987 ; Hakomori, 

1983 ; Kobata, 1984 ; 1987). 

A - Structure 

1 - Les constituants 

Les glycoconjugués sont des molécules lipidiques ou protéiques associées à une partie 

oligosaccharidique, le glycanne, pour constituer soit un glycolipide, soit une glycoprotéine. Les 

structures glycanniques sont élaborées par l'action de glycosyltransférases spécifiques. Elles sont 

localisées dans le reticulum endoplasmique (RE) et l'appareil de Golgi. Les monosaccharides 

majeurs sont au nombre de sept : D-glucose (Glc), D-mannose (Man), D-galactose (Gal), L-fucose 

(Fuc), N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc), N-acétyl-D-galactosamùie (GalNAc), et différents acides 

sialiques dont l'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac). Ces derniers présentent une grande 

hétérogénéité en fonction des différentes possibilités de substitution sur leurs fonctions 

hydroxyliques (Schauer, 1985). On rencontre aussi des monosaccharides mineurs tels que 

l'arabinose (Ara), le xylose (Xyl) ... 

Tous les travaux réalisés en biochimie des glycannes ont permis de progresser très rapidement dans 

la détermination des structures et dans l'étude de leur biosynthèse. Par contre, leurs fonctions 

biologiques restent un domaine encore peu connu. 

L'exemple simple de l'incompatibilité sanguine reposant sur la présence d'antigènes de structures 



glycanniques contribue à démontrer clairement l'importance de l'information biologique portée par 

ces structures. Les oligosaccharides sont des candidats très intéressants pour la transmission de 

l'information biologique du fait du nombre important de structures oligosaccharidiques pouvant 

dériver à partir d'un nombre restreint de monosaccharides, comparativement à un même nombre 

d'acides aminés ou d'acides nucléiques. De plus, des modifications spécifiques avec l'addition 

d'autres groupes fonctionnels, tels que des groupements sulfates et phosphates viennent augmenter 

leur diversification. L'information biologique détenue par ces structures est contrôlée de manière 

stricte lors de leur biosynthèse (Gabius, 1987a). 

Il est actuellement établi que la glycosylation se fait sur des séquences peptidiques bien 

déterminées appelées séquons (Marshall et Neuberger, 1968). Par exemple, pour la 

N-glycosylation, la séquence reconnue est le Asn-X-Ser(Thr) où X est un acide aminé quelconque 

à l'exception de la Proline. A cette première condition vient s'ajouter la conformation spatiale de la 

séquence peptidique ; seules les structures en B-turn possédant le séquon sont glycosylées. Ces 

observations sont corrélées avec le fait que la glycosylation est toujours localisée à la surface de la 

protéine. Leur position est de ce fait privilégiée dans les systèmes d'interaction et de reconnaissance. 

Les glycannes pourraient, en effet, jouer un rôle dans la protection des protéines (contre les attaques 

protéolytiques) et pourraient aussi expliquer la faible immunogénicité souvent observée des 

protéines glycosylées par un masquage de sites peptidiques (voir la revue de Montreuil, 1984a). 

On rencontre deux types de liaisons glycanniques dans les glycoprotéines : les liaisons de type 

O-glycosidique et celles de type N-glycosidique, conduisant à les classer en O-glycosylprotéines, 

N-glycosylprotéines et N,O-glycosylprotéines (pour une classification complète, voir la revue de 

Montreuil 1975). 

2 - Les O-glvcosvl~rotéineq 

Les O-glycosylprotéines résultent d'une liaison O-glycosidique entre la portion glycannique 

et des résidus de sérine ou de thréonine (le plus souvent) de la protéine. Elles sont membranaires ou 

sériques (hormones, facteurs de coagulation, immunoglobulines, protéines anti-gel de Poisson des 

mers froides). Ces structures peuvent être li~iéaires ou branchées. Les protéoglycannes des matrices 

extra-cellulaires sont également considérées comme des O-glycosylprotéines. Ces macromolécules 

sont formées par l'enchaînement de motifs répétés disaccharidiques, sulfatés ou phosphorylés, qui 

s'associent à une protéine, elle même reliée à l'acide hyaluronique par l'intermédiaire d'une protéine 

de liaison. 

La biosynthèse des O-glycannes fait intervenir des glycosyltransférases hautement spécifiques, ne 

faisant pas intervenir d'intermédiaire glycolipidique comme dans le cas des N-glycosylprotéines. 

Elles seraient localisées au niveau du reticulum endoplasmique lisse et au niveau de l'appareil de 



Golgi. 

Les mucines constituent une famille de protéines très riches en liaison de type O-glycosidiques. 

Quatre noyaux peuvent être distingués dans les O-glycannes de mucines (Carlson et al., 1978) : 

Noyau 1 : Gal (p 1-3) GalNAc-SeriThr 

Noyau 2 : Gal (pl-3) [GalNAc(j3 1-6)] GalNAc-Serm 

Noyau 3 : GlcNac (pl-3) GalNAc-Serlïh 

Noyau 4 : GlcNac (pl-3) [GlcNAc (pl-6)] GalNAc-Ser~Thr 

Ces structures communes sont substituées par des monosaccharides pour former les chaînes 

complexes des O-glycannes. 

Quelques exemples de ce type de structures sont données dans la figure 11 (page 38) (voir la revue 

de Montreuil, 1984a). 

La sialylation des glycannes de mucines peut se faire soit en a-2,6 sur les résidus GalNAc, soit en 

a-2-3 sur les résidus de GalNAc et de Gal, soit en a-2,4 sur les résidus de Gal(p-1,3) en position 

terminale non réductrice. 

Nous savons actuellement peu de choses sur la conformation spatiale des O-glycannes, 2i l'exception 

des mucines sous-maxillaires. Les mucines ont un rapport axial élevé et ont une structure droite 

s'expliquant par une répulsion de charges électro-négatives portées par les résidus acides sialiques. 

En effet, les mucines sont très riches en acides sialiques. Ce type de conformation est responsable 

de la haute viscosité des mucines. L'élimination des résidus acides sialiques confère à la mucine une 

structure globulaire qui perd de ce fait sa viscosité initiale. Cet exemple illustre clairement le rôle des 

glycannes dans le maintien de sa confornation biologiquement active (Gottschalk, 198 1). 

, . 3 - Les N-Glvcosvl~roteines 

Tous les glycannes des N-glycosyl protéines possèdent une structure pentasaccharidique 

commune : le mannotriosido-di-N-acétylchitobiose lié à un résidu d'asparagine de la protéine par 

l'intemédiaire du résidu de GlcNAc situé en position terminale réductrice. 

La substitution de ce noyau pentasaccharidique par les monosaccharides majeurs cités 

précédemment conduit à trois grandes classes de glycannes (Montreuil, 1975) (Fig.12 page 39) : 

- Type oligomannosidique ou "high mannose type" 

- Type N-acétyllactosaminique ou "complex type" 
- Type rniite ou "hybrid type" 
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Figrire 1 1: Quelques exemples de sructures glycanniques liés O-glycosidiquernent à la protéine 

par une liaison GalNAc(a1-3) Ser (ou Thr) trouvées dans les glycoprotéines rnembranaires. 

1: Epiçlycanine des cellules TA3-Ha, glycoprotéine de cerveau de Rat. 

2: Glycophorine humaine, groupe sanguin N. 

3: Glycoprotéine de cerveau de Rat. 

4: Glycophorine humaine, groupe sanguin M. 
5: Groupe sanguin H de Porc. - 
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A l'exception des structures oligomannosidiques qui ne sont jamais sialylées, la sialylation de ces 

stmctures oligosaccharidiques s'effectue généralement en position terminale non réducmce de la 

chaîne oligosaccharidique, l'acide sialique étant lié par une liaison a-2,6 ou a-2,3 au galactose 

terminal (Fig. 12 page 39). 
L'acide sialique peut être lié par une liaison a-2,8 sur un autre résidu d'acide sialique formant ainsi 

des oligomères linéaires de longueur variable. Ces structures ont été caractérisées dans les 

glycoprotéines membranaires NCAM (nervous cell adhesion molecules), molécules impliquées b s  

l'adhésion des cellules nerveuses (Finne et Makela, 1985) ainsi que dans des bactéries telles que 
Escherichia coli. Enfin, Fukuda a caractérisé la présence de disialoside Neu5Ac(a-2,9)Neu5Ac en 

position terminale des structures poly-N-acétyllactosaminiques des cellules de carcinome 

embryonnaire humain (Fukuda et al. 1985), structures également présentes chez certaines bactéries. 

Les N-glycannes ne sont pas des structures figées, inertes. Au contraire, les études menées 

sur leur conformation spatiale ont montré qu'elles pouvaient adopter des conformations diverses et 

interchangeables. Nous allons développer ces différentes propriétés dans le chapître suivant. 

B - Conformation des N-Glvcannes 

L'étude de la conformation spatiale des N-glycannes fut d'abord basée sur l'utilisation des 

modèles moléculaires. C'est grâce à l'utilisation de techniques physico-chimiques (Rayon X, RMN, 
RPE ...) que la conformation spatiale a pu être affinée (voir la revue de Montreuil, 1984a). 

1 - Conformation spatiale des N-~lvcannes 

La conformation spatiale de la structure bi-antennée des glycannes de la sérotransfemne fut 

très étudiée, On lui atmbua d'abord une conformation Y, sur la base des études menées à partir de 

modèles moléculaires. Elle est représentée par une structure rigide inv (invariable) composée d'un 
pentasaccharide mannotriosido-di-N-acetylchitobiose, où le trisaccharide 

Man(J3 1-4)GlcNAc(B 1 -4)GlcNAc(Bl -N) est plat et rigide, structure maintenue par des liaisons 

hydrogènes. A cette dernière sont associées des structures mobiles var (variable) appelées antennes 

constituées de trisaccharides NeuAc(a/2-6)Gal(B 1 -4)GlcNAc(B 1-2). 

C'est un peu plus tard, sur la base de nombreuses études, que la conformation spatiale Y fut a,ffi.de. 

En effet, d'autres conformations possibles ont été décrites : 

- La conformation T, où l'antenne a1,3 est disposée perpendiculairement à l'antenne a1,6. 

- La conformation en "oiseau", où l'antenne a1,6 montre une grande rotation autour de la liaison 



glycosidique. 

- La conformation en "aile brisée" où l'antenne a1,6 est retournée vers la protéine. Cette dernière 

serait favorable aux structures bi-antennées portant un résidu de GlcNAc "intercalaire". 

En ce qui concerne les structures plus complexes, telles que les structures tétra-antennées, leur 

conformation spatiale est représentée sous forme de "parapluie" du fait d'une répulsion des antennes 

par les charges électronégatives portées par les acides sialiques (fig.13 page 42). 

2 - Im~lications de la conformation s~at ia le  dans le 

com~ortement bioloyiaue des ~lvcannes 

L'étude de la conformation spatiale des N-glycannes a fourni de nombreuses informations 

permettant d'apporter des arguments en ce qui concerne le rôle et l'importance des glycannes dans 

les interactions lectines/glycannes, leur accessibilité aux enzymes impliquées dans leur biosynthèse, 

mais aussi, dans les phénomènes de masquage de la protéine. C'est ce dernier point que nous allons 

particulièrement développer. 

La taille des N-glycannes permet un recouvrement non négligeable de la protéine. Un glycanne 

tetraantenné en conformation spatiale "parapluie" peut, en effet, recouvrir 20-25 nm2. Ainsi 

l'al-glycoprotéine acide ou orosomucoïde (MM : 37000 kDa), comportant 5 glycannes 

essentiellement de type m- et tétra-antennés, est complètement enveloppée par ces structures. Cette 

organisation spatiale pourrait expliquer la résistance et la faible antigénicité de cette protéine. La 
présence des acides sialiques est importante dans ce cas, car elle est indispensable pour maintenir la 

conformation "parapluie", grâce aux forces de répulsions induites par leurs charges 

électro-négatives. L'élimination des acides sialiques confire aux antennes une grande mobilité 

annulant la protection de la protéine qui devient de ce fait antigènique et plus sensible aux protéases. 

Par ailleurs, ce "masquage" pourrait conférer aux cellules métastatiques la possibilité d'échapper au 

système immunitaire car l'on sait que les glycoprotéines membranaires des cellules transformées 

sont enrichies en structures tri- et tétra-antennées (Warren et al., 1978). De plus, les structures 

glycanniques portées par les cellules métastatiques pourraient expliquer leur localisation spécifique 

(ciblage) par des interactions avec des lectines membranaires des cellules du tissu hôte. 

L'étude de la conformation spatiale des N-glycannes permet donc de mieux appréhender le rôle de 

ces structures en temps que signaux de reconnaissance. De plus, le double caractère de rigidité et de 

flexibilité des glycannes peut jouer un rôle important dans la fonction biologique de la portion 

glycannique des glycoprotéines. 



Fipure 13: Conformations spatiales d'un glycanne téha-antenne sialylé, déterminée à partir de la 

ai-glycoprotéine acide humaine (Li et al., 1983). L'éüipse d'une dimension de 5,3 x 3,l nm 

correspondant à la protéine est dessinée à l'échelle en (d) (1). Vue aérienne d'un tétra-antenné dans 

la conformation en "parapluie" (2). 



C - Biosvnthèse des N-glvcosvl~rotéines 

La biosynthèse des N-glycosylprotéines suit un cheminement complexe faisant intervenir 

plusieurs compartiments cellulaires, des intermédiaires polypréniques, et un équipement de 

glycosyltransférases spécifiques. Elle est décrite comme étant un phénomène CO- puis 

post-traductionnel, impliquant dans un premier temps, à l'intérieur du reticulum endoplasmique 

rugueux (RER), la formation d'un précurseur glycolipidique et le transfert de la portion glycannique 

sur la protéine en cours de synthèse. Puis, dans l'appareil de Golgi, ce glycanne subit une 

dégradation séquentielle par des glycosidases spécifiques, une maturation post-traductionnelle par 

additions successives, séquentielles et spécifiques, des monosaccharides constitutifs de la 

glycosylation terminale. Ces différentes étapes sont résumées dans la figure 14 (page 44). 

Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la modification de la glycosylation des 

N-glycosylprotéines et ,plus particulièrement, de la sialylation de surface, ainsi qu'aux 

modifications des activités sialyltransférasiques affectant les cellules transformées par différents 

oncogènes. Dans ce contexte, nous verrons donc plus en détail les activités sialyltransférasiques. 

D - Les sialvltransférases 

La glycosylation terminale, comme nous l'avons vu précédemment, s'effectue 

essentiellement dans le trans-Golgi par des glycosyltransférases spécifiques regroupant les 

principales catégories suivantes : 

- Sialyltransférases 

- Fucosyltransférases 

- Galac tosyltransférases 

Afin de mieux comprendre la spécificité d'action des glycosyltransférases impliquées dans le 

mécanisme de la glycosylation terminale in vivo, la purification des glycosyltransférases et leur 

caractérisation ont apporté de nombreuses informations permettant de mieux cerner ce mécanisme. 

Parmi ces glycosyltransférases, ce sont les sialyltransférases qui ont fait l'objet de notre travail. 

Les sialyltransférases constituent une famille de glycosyltransférases qui catalysent à partir du 

cytidyl-monophosphoneuramininate (CMP-B-NeuSAc) le transfert de l'acide sialique en position 

terminale non réductrice sur la fonction hydroxyle de l'accepteur glycannique des glycoprotéines ou 

des glycolipides. 

CMP-p-NeuSAc + HO-Accepteur ------> NeuSAc-a-O-Accepteur + CMP-H 
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Firrrire 14: Représentation schématique de la biosynthèse des oligosaccharides dans le réticulum 

endoplasmique rugueux et du processus de maturation des glycannes N-glycosidiquement liés dans 

l'appareil de Golgi, d'après Verbert et al., (1987). Les symboles représentent: 

N-acétylglucosamine; O Mannose; V Glucose; Q Galactose; Acide sialique. 



Des études par immunolocalisation ont permis de situer plus précisément les sialyltransférases au 

niveau du trans-Golgi (Munro et al., 1975 ; Roth et al., 1984 ; 1986 ; Berger et Hesford, 1985; 

Taajes et al., 1988) et, plus récemment, Trinchera et Ghidoni, en 1989, ont localisé deux 

glycosphingolipide-sialyltransférases dans des compartiments sub-golgiens différents du foie de 

Rat. 

Certaines glycosyltransférases, en particulier certaines sialyltransférases et fucosyltransférases, ont 

été décrites en périphérie de la cellule, associées à la membrane plasmique (Cacan et al., 1978). 

Cependant, ces ecto-enzymes ne représentent qu'une faible proportion de l'ensemble de l'activité 

cellulaire totale et leur rôle reste à définir. Par ailleurs, des activités sialyltransférasiques ont été, de 

même, caractérisées dans des mitochondries. 

Les sialyltransférases sont aussi présentes dans le lait, le colostrum et le sang (Bartholomew et al., 

1973 ; Paulson et al., 1977 ; Beyer et al., 1981). Le foie constitue la source principale des 

glycoprotéines circulantes et semble être à l'origine de certaines sialyltransférases sériques ; il a été 

démontré que les corticoïdes et notamment la dexamétasone, un glucocorticoïde synthétique, 

augmente l'expression transcriptionnelle de la sialyltransférase ainsi que sa sécrétion par des 

hépatocytes en culture (Wang et al., 1989). 

Finalement, nous ne connaissons encore que peu de choses de ces glycosyltransférases sériques ou 

présentes dans d'autres compartiments cellulaires que l'appareil de Golgi. Cependant, comme nous 

le verrons un peu plus loin, les formes solubles des glycosyltransférases pourraient provenir de la 

membrane après élimination du peptide d'ancrage par une dégradation protéolytique. 

2 - Purification et caracterisation , .  . 

La purification de sialyltransférases à partir d'extraits tissulaires, solubilisées dans des détergents, 

se fait généralement par chromatographie d'affinité sur CDP-hexanolamine-Agarose (Beyer et al., 

1981). 

Il existe au moins une dizaine de sialyltransférases différentes si l'on s'en tient aux structures 

sialyl-oligosaccharidiques connues. Chacune d'entre elles se distingue enzymatiquement par sa 

spécificité pour la séquence de l'accepteur oligosaccharidique et pour le type de liaison formé entre 

l'acide sialique et le monosaccharide accepteur (Beyer et al., 1981) : 

- NeuSAc(a2-6)Gal 

- NeuSAc(a2-3)Gal 



Leurs activités ont depuis longtemps été caractérisées et étudiées (Bartholomew et al., 1973 ; 

Carlson et al., 1973a ; 1973b ; Rearick et al., 1979 ; Sadler et al., 1979 ; Joziasse et al., 1985 ; 

Weinstein et al., 1982 ...). Les sialyltransférases se trouvent en faible quantité dans les tissus, ce qui 

rend difficile les étapes de pd~ca t ion .  Actuellement seules quelques unes ont pu être purifiées (voir 

tableau II page 47). 

Paulson et al., en 1978, démontraient par l'utilisation de la p-galactoside a-2,6-sialyltransférase 

purifiée à partir de colostrum de Vache (Paulson et al., 1977a ; 1977b) et de la 

N-acétylglucosamine-fucosyltransférase purifiée à partir du lait de Femme (Beyer et al., 1981), que 

la glycosylation terminale de l'asialosérotransferrine peut être, soit sialylée pour former le 

NeuSAca-2,6Galp- 1,4GlcNAc, soit fucosylée et donner la structure Galp- 1,4 (Fuca- 1,3)GlcNAc, 

mais jamais les deux ; ces deux enzymes ont des activités mutuellement exclusives. 

La p-galactoside a-2,&sialyltransférase a été très étudiée, elle fut purifiée et caractérisée très tôt par 

Paulson et al. (1977a ; 1977b ; 1978) à partir de colostrum de Vache,et à partir de foie de Poulet 

(Bendiak et Cook, 1982 ; 1983) à partir de foie de Rat (Weinstein et al., 1982). Actuellement c'est 

la seule sialyltransférase clonée. Sa caractérisation a montré la haute spécificité de cette enzyme pour 

son substrat. En effet, elle utilise comme accepteur glycannique des structures de type 

N-Acétyllactosaminique exclusivement pour  donner  des  structures 

Neu5Ac(a2-6)Gal(j31-4)GlcNAc. Bendiak et Cook (1983) ont montré que pour la p-galactoside 

a-2,6-sialyltransférase extraite de foie de Poulet, son meilleur accepteur était l'asialo-orosomucoïde 

(comparativement à des glycoprotéines portant soit des 0- et N-glycannes, soit des O-glycannes). 

Les études de la même enzyme extraite à partir du colostrum et menées par Paulson et al. (1978) 

montraient que son affinité pour ce substrat variait selon le degré de branchement. Ainsi, pour un 

temps égal de saturation des sites sialylables de l'asialo-sérotransferrine, seuls 50 % des sites sont 

sialylés sur l'asialo-orosomucoïde. Joziasse et al. (1987) ont étudié la spécificité de cette enzyme 

pour des structures N-acétyllactosarniniques de type bi, m et tétraantennées et ont pu démontrer que 

cette enzyme avait une affinité préférentielle pour le galactose porté par la branche 1 avec une plus 

faible affinité pour la branche 2, puis la 3 ; la 4 étant résistante à toute sialylation en a2-6 (fig. 15 

page 48). 

La sialylation des structures de type N-acétyllactosaminique de glycoprotéines sériques ne résulte 

pas du hasard, la sialylation peut se faire en a2-6 ou en a2-3 sur les résidus de galactose, respectant 

un ordre de priorité de sialylation en a2-6 sur les résidus galactose des antennes 1 et 2, moins 

fréquemment de la 3 et quasiment jamais de la 4. L'enzyme reconnait la structure 

Man(B1-4)GlcNAc portée par le N-glycanne. La conformation de la branche 1 serait favorable à la 

fixation de l'enzyme et donc à la sialylation du galactose porté par cette antenne. L'augmentation du 

nombre d'antennes diminue l'affinité de l'enzyme. L'incorporation d'un-deuxième acide sialique se 

fait plus difficilement du fait d'une modification de la conformation de fa structure rnonosialylée et 

d'autre part, la charge négative de l'acide sidique pouniut avoir un rôle répulsif. 



Tableau II: Quelques exemples de sialyltransférases purifiées. 

Structures acce~trices Liaison 
formée 

Source Référence 

Gal(f3 1 -314)GlcNAc-R a2-3 Foie de Rat Weinstein et al. 1987 

Gal(J3 1-4)GlcNAc-R d - 6  Foie de Rat Miagi et al. 1982 

Asialo-al-glycoprotéine a2-6 
acide 

Asialo-mucine sous- 
maxillaire ovine 

Colostrum de Paulson et al. 1977 
Vache 

a2-6 Glandes sous- Sadler et al. 1979 
maxillaires de 
Porc 

Glandes sous- Hïga et al. 1985 
maxillaire de 
Vache 

Glandes sous- Sadler et al. 1979 
maxillaire de 
Porc 



figiire 15: Etude de la spécificité de la /3-D-galactoside a-2,6-sialyltransférase 
pour chaque branche de la structure N-acétyllactosaminique tétra-antennée utilisée 
comme accepteur (Joziasse et al., 1987). 



La sialylation en a2-3 serait donc fonction de la sialylation en a2-6 qui serait déterminante dans ce 

cas. En effet, la P-galactoside a-2,3-sialyltransférase a un spectre d'action plus large et serait moins 

spécifique que la P-galactoside a-2,6-sialyltransférase pour ce substrat (Joziasse et al., 1987). 

Ces résultats montrent à quel point les sialyltransferases possèdent une haute spécificité d'accepteur. 

Récemment, la structure primaire de la P-galactoside a-2,6-sialyltransférase de foie de Rat a 

été déterminée par clonage de I'ADNc correspondant (Weinstein et al., 1987), permettant de clder 

les relations existant entre la forme membranaire et la forme soluble de cette sialyltransférase. En 

effet, la P-galactoside a-2,6-sialyltransférase soluble (41 kDa) proviendrait d'une digestion 

protéolytique de la partie peptidique NH2-terminale de la forme membranaire comprenant 63 

acides-aminés et incluant le domaine de liaison à la membrane. Par ailleurs, des dosages 

enzymatiques ont pu confirmer qu'après clivage de l'ancrage peptidique, l'enzyme était toujours 

active. L'enzyme serait alors libérée dans le lumen de l'appareil de Golgi puis excrétée ( Weinstein 

et a1.,1987; Colley et al., 1989; voir fig. 16a page 50). 

Jusqu'à présent, six glycosyltransférases ont été clonées (Tableau III page 5 1). Toutes ces enzymes 

sont impliquées dans la glycosylation terminale des 0- et N-glycosylprotéines et des glycolipides. 

Elles ont toutes une topologie commune, comprenant, un domaine catalytique important situé dans 

la région luminale de l'appareil de Golgi, un ancrage peptidique, et, un petit fragment dans la région 

cytoplasmique. Mais elles n'ont pas d'homologie de séquence entre elles (Fig. 16b page 50). On 

accepte actuellement que ces glycosyltransférases intéragissent sur les mêmes séquences 

glycanniques de glycoprotéines ou de glycolipides, depuis que l'on a pu observer que certaines de 

ces enzymes purifiées étaient capables d'utiliser à la fois ces deux accepteurs comme substrat in 
vitro (Paulson et al., 1989b). 

4 - Régulation 

Les mécanismes de la régulation de la glycosylation terminale des glycoconjugués sont encore peu 

connus actuellement. Sur la base des études structurales et de la détermination de la structure 

primaire des glycannes, il est évident que cette glycosylation diffère en fonction du type cellulaire et 

de l'espèce animale considérée, qu'elle est susceptible de varier en fonction du développement, de la 

différenciation, ou de l'état physiologique cellulaire. D'autre part elle est modifiée lors de la 

transformation maligne.Nous savons que la structure de la partie glycannique et par ailleurs, la 
partie protéique, imposent des contraintes stériques pouvant limiter son accessibilité à la 

"machinerie" de glycosylation. 



RER - Golgi Y 

Ficure 16a: Représentation schématique de la biosynthèse, de la topologie et des modifications 

post-traductionnelles de la B-galactoside a-2,6-sialyltransférase (Weinstein et al., 1987). 
Enzyme protéolytique golgienne : + 
N-glycannes : \I 

Domaine catalytique 

Golgi l L c  

I 
Cytoplasme N 

Fipure 16b: Topologie commune à toutes les glycosyltransférases terminales clonées. 

(Paulson et ai., 1989), 



Tableau TTT: Glycosyltransférases actuellement clonées. 

Glycosyltransférases Substrat Source Référence 

Galactosyltransférases 
(GT) 

Sialyltransférase (ST) 

Gal(a2-6)ST 

Fucosyltransférases P T )  

GlcNAc(al3)FT 

N-Acetylgalactosaminyl- 
transférase 

Gd(ct1-3)GdNAcT 
(Transférase du goupe 
sanguin A) 

Shaper et al., 
1988 

UDP-Ga. Gal(a1-3)Gd(B 14)GlcNAc-R Joziasse et al., 
1989 

CMP-Neu5Ac Neu5Ac(a2a)Gal(Bl-4)GlcNAc-R Weinstein et al., 
1987 

Lowe et al. * 

Lowe et al. * 

Yamamoto et al.** 

* Communication personnelle dans l'article suivant: Paulson et ai. 1989b 
** Soumis pour publication 



De plus, la structure protéique peut, par la reconnaissance de déterminants spécifiques, moduler 

l'activité des glycosyltransférases vis-à-vis d'une protéine ou d'une classe de protéines (Komfeld et 

Kornfeld, 1985). La glycosylation terminale peut aussi être le reflet de l'expression des 

glycosyltransférases dans une cellule ou un tissu donné. 

Certains résultats permettent de penser que l'expression différentielle des glycosyltranférases est un 

facteur essentiel de la régulation de la biosynthèse de ces structures glycanniques. En effet, Paulson 

et al., en 1989 (1989a), ont pu caractériser de façon claire une modulation dans l'expression de la 

galactoside a-2,6-sialyltransférase dans des cellules de Rat d'origines tissulaires différentes. Par 

ailleurs, Lee et al., (1989), ont montré que cette même enzyme transfectée dans des cellules 

ovariennes de Hamster chinois (CHO), n'exprimant pas cette activité initialement, était bien 

exprimée, d'une part, et était capable d'induire une modification de la sialylation de la surface 

membranaire d'autre part. Ce même type d'expérience a été réalisé avec d'autres 

glycosyltransférases clonées, impliquées dans la glycosylation terminale (Lowe et al., 1990; Larsen 

et al., 1990 ; voir la revue de Paulson, 1989b). 

Ces résultats sont en faveur du concept suivant lequel l'expression des glycosyltransférases est un 

facteur prédominant dans la régulation de la biosynthèse terminale des structures glycanniques. 

E - Rôles des ~lvcannes membranaires 

L'interaction cellule-cellule dans les organismes multicellulaires est un phénomène 

fondamental qui inclut la reconnaissance, l'adhésion et des réarrangements. La plupart de ces 

interactions sont induites par les composants de la surface cellulaire. Ces interactions sont 

importantes lors de la fertilisation, de la morphogenèse, du développement, de l'oncogenèse et de la 

métastase, de la réparation des tissus, et du maintien de la différenciation cellulaire. Ainsi, les 

glycoconjugués sont considérés, de par leur situation privilégiée, comme médiateurs d'interactions 

cellulaires, faisant intervenir des phénomènes de reconnaissance moléculaire spécifiques. 

La proportion des glycannes liés par liaisons covalentes à la membrane plasmique des cellules 

eucaryotes varie entre 2 et 10% du poids de la membrane plasmique. La plupart de ces glycannes 

sont liés par des liaisons O- et N-glycosidiques aux protéines, et par des liaisons O-glycosidiques 

aux cérarnides. Toutefois, les glycoconjugués prédominants sont les glycoprotéines. Ces dernières 

comportent en effet 80% des glycannes de la surface membranaire. Les glycannes ont une 

distribution asymétrique et sont exposés à la surface externe de la membrane cellulaire. Malgré leur 

faible proportion par rapport au poids de la membrane, les glycannes peuvent recouvrir totalement la 

surface cellulaire et ainsi former la première couche interagissant avec les autres cellules. D'autres 

glycoconjugués sont librement associés à la membrane tels que le collagène sécrété, l'héparane 

sulfate et la fibronectine. Ces molécules contribuent à la formation de la matrice cellulaire. 



1 - La "surface cellulaire". s i è ~ e  d'interactions 

La surface cellulaire comprend à la fois la membrane plasmique et la matrice extracellulaire. 

Le tout forme un ensemble fonctionnel, les interactions étroites entre la cellule et la matrice étant 2 la 

base de processus normaux (histogenèse, neurogenèse, angiogenèse) et pathologiques (invasion et 

métastase). Cet ensemble est par ailleurs en relation avec le cytosquelette. 

Nous allons définir brièvement les composés majeurs de la "surface cellulaire", pour décrire 

un schéma fonctionnel de l'ensemble. Le comportement malin des cellules métastatiques peut être 

ramené à des perturbations de ce schéma. 

a - membrane cellulaire 

Toutes les cytomembranes, et la membrane plasmique, en particulier, sont formées par 

l'association d'une multitude de macromolécules, organisées en un ensemble fluide, non figé dans 

l'espace et le temps. Cette organisation en mosaïque fluide a été modélisé (Singer et Nicolson, 1972 

; voir aussi le récent modèle de Mountford et Wright, 1988). La membrane plasmique est constituée 

d'une double couche de lipides complexes bipolaires formant une matrice hydrophobe au sein de 
laquelle "flottent" les autres constituants membranaire : (glyco)protéines, glycosphingolipides, 

cholestérol ... 
La membrane plasmique présente une asymétrie fonctionnelle. 2 à 10 % en poids des 

membranes plasmiques normales sont constitués de glucides (Alberts et al., 1983). La copule 

glucidique des composés membranaires est toujours située à l'extérieur de la cellule et forme en 

partie le "glycocalyx", considérablement épaissi quand la cellule se transforme. Les glycoconjugués 

de la surface cellulaire sont considérés, de par leur situation privilégiée, comme des médiateurs 

d'interactions cellulaires, faisant intervenir des phénomènes de reconnaissance moléculaire 

spécifiques. A ce titre, ils sont impliqués dans la cascade métastatique au niveau de l'invasion et de 

l'implantation des cellules tumorales au site secondaire (voir plus loin). Comme nous l'avons vu 

précédemment, les structures N-glycanniques peuvent jouer le rôle de masquage de sites 

antigéniques et, dans ce cas, permettent à la cellule d'échapper au système immunitaire. 

Si les glycoconjugués sont porteurs des signaux de reconnaissance spécifiques de la cellule, des 

récepteurs lectiniques membranaires sont capables de reconnaître spécifiquement les informations 

portées par ces structures glycanniques et sont capables de former des complexes 

lectines-glycannes. De nombreuses études ont montré que la transformation maligne s'accompagne 
d'une modification de la glycosylation de surface cellulaire indépendante de l'origine histogénétique 

de la cellule et du processus induisant la transformation. 



L'altération des informations portées par les glycannes de surface perturbe les systèmes spécifiques 

de reconnaissance, induisant notamment certaines étapes de la pathogenèse du cancer conduisant à 

la diffusion des cellules tumorales et aux manifestations organotropiques de la métastase. De même, 

l'existence de lectines endogènes propres aux cellules malignes (Gabius et al., 1987a ; 1987b ; 

1987c ; Meromsky et al., 1986), peut être impliquée dans l'altération des mécanismes de 

reconnaissance. 

b - Matrice extracellulaire et cvtpsauelette 

La matrice extracellulaire est un réseau complexe de collagènes et d'élastine, noyés dans une 

"substance fondamentale" composée de protéoglycannes et de diverses (glyco)protéines, comme la 

fibronectine (revue de Hynes, 1985), la laminine (Foidart et al., 1980) ou la thrombospondine 
(Lawler, 1986). Elle est en relation avec le réseau d'actine du cytosquelette par l'intermédiaire de 

plaques d'adhésion faisant intervenir une pléiade de protéines intracellulaires telles la vinculine, la 

vimentine et la taline (consulter Alberts et al., 1983), ou des complexes transmembranaires, tel celui 

de l'intégrine (Buck & Horwitz, 1987). Le cytosquelette est, quant à lui, responsable des 

mouvements cellulaires se déroulant au cours de la croissance, de l'invasion tumorale et au cours de 

la différenciation. La matrice joue également un rôle de "filtre" macromoléculaire et influence la 

différenciation, la morphogenèse et la mitose. 

La cellule métastatique doit passer par plusieurs étapes avant de s'implanter dans le tissu cible. Elle 

va tout d'abord quitter la tumeur primaire, traverser l'endothelium et passer dans la circulation. Elle 

doit ensuite de nouveau traverser la barrière endothéliale ainsi que la lame basale sous-jacente, avant 

de s'implanter dans le parenchyme du tissu-cible. 

Un nombre important d'études porte sur cette seule propriété d'invasion des eellules tumorales. 

Cette propriété fait intervenir non seulement la matrice extracellulaire, topologiquement 

indispensable, mais aussi le cytosquelette, dans la mesure où la cellule transformée change souvent 

de forme et que les mouvements cellulaires contribuent à la "réussite" du processus invasif 

(Grimstad, 1987). 

A l'heure actuelle, il est clair que la transformation cellulaire affecte profondément les structures 

glycanniques de la surface cellulaire. De nombreux travaux ont révélé que l'acide sialique de 

glycoconjugués de la surface cellulaire jouent un rôle fondamental dans les systèmes de 

reconnaissance et peut, parfois, être lié à la malignité de la cellule. Comme nous l'avons vu 

précédemment ils contribuent largement au maintien de la conformation des glycannes. Nous allons 

donc développer dans le paragraphe suivant, le rôle et l'importance des acides sialiques. 



2 - Rôles des acides sialiaues 

L'acide sialique est un composé essentiel des glycoprotéines et des glycolipides des 

membranes cellulaires. Il joue, en effet, un rôle important dans la reconnaissance, l'adhésion et les 

interactions cellulaires d'une part, et dans la réponse aux agents extérieurs comme les virus, les 

hormones et les toxines d'autre part. 

Il existe une corrélation étroite entre le comportement cellulaire et la présence de glycoconjugués 

sialylés de surface, et les altérations de la sialylation sont souvent associées à des changements de 

comportement cellulaire. 

L'acide sialique est largement répandu dans la nature, soit libre mais en faible quantité, soit lié aux 

glycolipides et glycoprotéines (Tuppy et Gottschalk, 1972). Il existe une grande diversité d'acides 

sialiques qui repose sur la substitution des différents groupements de l'acide neuraminique (fig. 17 

page 56). L'acide sialique est lié sur la chaîne oligosaccharidique en configuration anomérique a. 

Nous ferons d'abord un rappel des structures oligosaccharidiques rencontrées au niveau des 

gl ycoconjugués. 

L'acide sialique participe de manière active aux phénomènes biologiques régissant les 

fonctions cellulaires, et ceci pour plusieurs raisons : 

- Sa position terminale sur la chaîne oligosaccharidique 

- Le nombre élevé de substitutions possibles sur les glycannes 

- Sa forte charge électronégative (leur pKa avoisine pH 2) 

- Les modifications du comportement biologique des cellules et des molécules désialylées 

On distingue essentiellement cinq fonctions principales de l'acide sialique : 

1 - Du fait de sa charge négative, il intervient au niveau de la fixation et du transport de composés 

chargés positivement et dans la formation d'agrégats cellulaires. Inversement, par un effet de 

répulsion, il interdit la formation de ces agrégats (exemple : les érythrocytes). 

2 - Il influe sur la conformation des glycoprotéines et agit de cette manière sur leur activite 

biologique et leur sensibilité vis-à-vis des protéases (mucines, orosomucoïde ...). 

3 - Les dérivés N- et O-acylés de l'acide neuraminique sont des déterminants antigéniques 

d'organismes unicellulaires et de Mammiferes (Schauer, 1982) et peuvent aussi être des marqueurs 

de cancérisation tel que le NeuSGc (Higashi et al., 1985). Ils contribuent également à la spécificité 
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Ficiire 17; Structure de l'acide neuraminique et de ces dérivés 
naturels, (d'après la revue de Schauer, 1985). 

A : Structure linéaire de I'acide neuraminique. 
B : Structure des dérives naturels, N- et 0- substitués de I'acide neuraminique en 
conformation chaise CS 



des groupes sanguins M et N (Sadler et al., 1979). 

4 - L'acide sialique porté par les récepteurs membranaires d'hormones peptidiques est nécessaire à 

la reconnaissance et à l'interaction de ces recepteurs avec les hormones (insuline, gonadotropine), 

avec les toxines (cholérique et tétanique) de virus, avec les spermatozoïdes, ainsi qu'avec certaines 

espèces de mycoplasmes. 

5 - Il peut aussi inhiber la reconnaissance d'un ligand avec son récepteur ou d'un site antigènique 

avec ses anticorps. Il intervient alors comme signal d'anti-reconnaissance. Plusieurs exemples 

peuvent illustrer ce phénomène de masquage. Une démonstration éclatante du rôle protecteur de 

l'acide sialique fut fournie par les travaux de Ashwell et al. en 1974. La désialylation de 

glycoprotéines circulantes, en dévoilant des résidus de galactose terminaux, provoque, par 

l'intermédiaire d'une lectine membranaire, leur capture, leur intemalisation et leur dégradation dans 

les hépatocytes. D'autre part, les cellules de Küpffer, ainsi que les macrophages péritonéaux et 

spléniques, possèdent également un récepteur à galactose et sont responsables du catabolisme des 

érythrocytes âgés ou de cellules tumorales circulantes (Kolb et al., 1983). 

lIV -TRANSFORMATION CELLULAIRE LET MODIIFIICATIIONS 

DE LA GlLYCOSYlLATION DES N=GLYCOSYLIPROTEUNES 

Actuellement, il est clair que le processus de mise en place du cancer ainsi que la modification 

des événements de la surface cellulaire sont les conséquences d'altérations affectant l'information 

biologique détenue dans le noyau. Le comportement cellulaire est en partie régi par ses propres 

interactions avec 1' environnement. Les modifications de la surface cellulaire sembleraient précéder 

et seraient nécessaires à la mitose, à la différenciation et à la formation des organes. En effet, 

l'apparition de molécules d'adhésion spécifiques impliquées dans les interactions cellulaires ont pu 

être mises en évidence, entre autres, au niveau du foie (L-CAM) (Bertolotti, 1980) et des cellules 

nerveuses (N-CAM) (Rutishauser et al., 1988). Récemment, Doherty et al. (1990) ont montré que 

la croissance neurale de cellules ganglionnaires rétinales embryonnaires de Poulet (RGC) 
transfectées par le gène N-CAM humain variait au cours du développement et était modulée par 
l'expression de structures polysialylées (a-2,8Neu5Ac) de la glycoprotéine N-CAM. Beaucoup de 

modifications dans le comportement cellulaire, caractéristiques de la transformation maligne, 



affectent les propriétés membranaires, conduisant à une perte de l'inhibition de contact et à une 

diminution de l'adhésivité au substrat. 

La transformation maligne s'accompagne d'un bouleversement du métabolisme, affectant 

tous les compartiments cellulaires. Dans la mesure où les glycoconjugués membranaires sont 

impliqués dans le comportement cellulaire, tout changement de ces molécules, associé à la 

transformation maligne, peut être lié au comportement anarchique des cellules transformées. Elle 

conduit à un profond changement des propriétés de la surface cellulaire. Depuis que Aub, dans les 

années 60, a décelé une m-cation de la glycosylation de la surface cellulaire de cellules malignes, 

de nombreux travaux ont permis de caractériser plus précisément les modifications affectant les O- et 

N-glycosylprotéines, ainsi que les sphingolipides. 

On observe généralement une simplification des structures glycanniques des glycolipides et, 

inversement, une augmentation de la taille des glycannes des N-glycosylprotéines. Ce dernier 

phénomène peut être lié à : 

- L'augmentation de l'antemarisation 

- L'augmentation de la sialylation 

- L'augmentation de la proportion de résidus de N-acétylglucosamine "intercalaires" 

- L'apparition de structures polysialylées NeuSAc(ct2-8)NeuSAc 

- L'apparition de structures poly-N- Acétyllactosaminiques 

En corrélation avec ces observations, l'augmentation de l'activité de certaines glycosyltransférases 

telles que les N-acétylglycosaminyltransférases III et V et les sialyltransférases ont pu être 

caractérisées. 

E'une des altérations glycosidiques les plus communes au niveau des cellules transformées 

est la présence de structures oligosaccharidiques de masse moléculaire élevée (Warren et al., 1978 ; 

Santer et Glick, 1979 ; Smets et van Beck, 1984 ; Kobata et al., 1984). 

Warren et al. (1972 ; 1978) ont démontré que la transformation cellulaire affectait profondément les 

glycannes de surface cellulaire et, plus particulièrement, les N-glycosylprotéines. En effet, la masse 

des glycannes est augmentée sous l'effet de l'augmentation de la proportion des glycannes tri- et 

tétra-antennés et d'une hypersialylation de ces structures. Cette modification structurale a permis de 

suggérer l'existence d'une dysrégulation des N-acétylglucosaminyltransférases responsables des 

augmentations branchements additionnels dans les glycannes lors de la transformation cellulaire 

(Montreuil et al., -1983). 

Les travaux enuepes dans notre Laboratoire (Debray et al., 1983) sur des cellules BHK et leurs 



homologues transformés par le virus du Sarcome de Hamster (Cellules BHK/HSV) ont montré une 

augmentation du nombre d'antennes des glycannes des N-glycosylprotéines membranaires dans les 

cellules transformées et ceci d'après leur comportement en chromatographie d'affinité sur ConA. 

Ces différences ont été retrouvées dans les glycannes de la fibronectine sécrétée par ces mêmes 

cellules (Delannoy et al., 1985). Ce résultat permet de penser que la transformation affecte les 

systèmes glycosyltransférasiques. La poly-antennarisation a, par ailleurs, été caractérisée dans ces 

mêmes cellules transformées par le virus du Polyome T (Yamashita et al., 1984) ou par le virus du 

Sarcome de Rous (Pierce et Arango, 1986) et dans des lignées de cellules malignes uroépithéliales 

humaines (Debray et al., 1986). Des fibroblastes de lignée Rat2 transformés par l'oncogène H-rn 
activé sont tumorigènes et métastatiques chez la Souris "nude" (Muschel et al., 1985). Ces cellules 

montrent également une augmentation des structures comportant une branche GlcNAc(B1-6)Gal 

(Collard et al., 1985 ; Dennis et al., 1987). D'autres oncogènes comme & et (mais pas mvç) 

induisent le même phénomène chez les fibroblastes Rat2 (Dennis et al., 1989a). Ces nombreux 

travaux ont pu montrer, dans l'ensemble, que la multi-antennarisation se traduisait plus 

particulièrement par une augmentation du branchement en B- 1,6. 

C'est ainsi que, en corrélation avec la multi-antennarisation, une enzyme a pu être caractérisée au 

cours de ces travaux : la N-acétylglucosaminyltransférase V (Yamashita et al., 1984). En effet, cette 

enzyme est responsable du branchement d'un résidu de GlcNAc en a-1,6. L'augmentation de 

l'antennarisation a pu être corrélée avec une augmentation de l'activité de cette enzyme dans les 

cellules transformées et à haut pouvoir métastatique, dans de nombreux modèles cellulaires 

provenant de tumeurs ou de cellules transformées par des virus. Cette enzyme a également été 

caractérisée chez des fibroblastes de Rat (Rat2) transformés par l'oncogène Ha-m et dans des 

carcinomes murins et humains (Dennis et Laferté, 1989). 

Des observations plus récentes permettent de suggérer que l'augmentation des antennes liées en 

B-1,6 serait nécessaire ou liée au processus invasif des cellules malignes. 

Ainsi, des mutants d'une lignée lymphoïde métastatique MDAY-D2 affectés dans leur glycosylation 

et montrant une diminution de l'activité N-acétylglucosaminyltransférase V et une perte des 

oligosaccharides branchés en 8-1,6, sont tumorigènes, mais faiblement métastiques (Dennis et al., 
1987). 

Par ailleurs, les travaux réalisés par Humphries et al. en 1986 ont montré que l'utilisation de la 

swainsonine, inhibiteur spécifique du processus de biosynthèse des N-glycosylprotéines, affectait 

l'induction du branchement en B-1,6 ainsi que le pouvoir métastatique de ces cellules, Enfin, la 

transfection par d'une lignée de cellules de tumeurs mammaires de Souris SPI, lignée non 

métastatique, procure à la cellule un pouvoir invasif et une augmentation de l'activité de la 

N-acétylglucosaminyltransférase V (Dennis et al., 1987). 

Il apparaît donc que l'antennarisation en B-1,6 pourrait bien être un marqueur métastatique. 

Par ailleurs, des travaux récents tendraient à démontrer que l'augmentation de cette activit6 

enzymatique dans les cellules transformées s'expliquerait davantage par l'augmentation de son 



expression plutôt que par une modulation de son activité catalytique par le biais d'activateurs (Palcic 

et al., 1990). 

B - Au~mentation de la sialvlation 

La charge de surface de la cellule pourrait bien jouer un rôle non négligeable dans les 

communications des cellules avec leur milieu environnant. Par ailleurs, nous savons qu'elle 

interviendrait dans la perméabilité membranaire et la diffusion passive de certains ions à travers la 

membrane, mais aussi au niveau de la conformation et de l'activation d'enzymes membranaires 

(Pâquet et Moscarello, 1985). 

C'est par l'étude des paramètres biophysiques de la surface cellulaire que l'on a pu tout 

d'abord corréler cette augmentation de la densité de charge de la surface avec la malignité de la 

cellule. Les paramètres biophysiques tels que la charge nette, sont en grande partie déteminée par la 

composition en acides sialiques. La variation de la charge de surface lors de la transformation 

cellulaire apparaît très tôt (4 à 8 heures) et précède la perte des molécules de fibronectine de surface 

cellulaire. 

Des études plus fines de la composition en acides sialiques effectuées par Bosmann et al. (1973) et 

Yogeeswaran et al. (1978) ont décelé une augmentation de la libération des acides sialiques de 

surface cellulaire par des neurarninidases dans des lignées de cellules de mélanome BI6 comparées à 

des lignées des mêmes cellules à faible pouvoir métastatique. 

Par ailleurs, Warren et al. (1972) observaient que la transformation de cellules BHK par des virus à 

RNA (RSV) et à ADN (polyome) induisait une augmentation de la taille des glycopeptides 

membranaires qui, après action de la neuraminidase, voyaient leur masse moléculaire se réduire et se 

superposer à celle des témoins. Ces résultats convergent tous dans l'idée que la transformation 

maligne cellulaire s'accompagne d'une augmentation de la sialylation de surface cellulaire. 

Certaines lectines comme la WGA permettent de sélectionner à partir de cellules à haut pouvoir 

métastatique, des mutants résistants faiblement métastasant. La sélection de lignées du mélanome 

B16 par cette technique a permis de montrer que la diminution du pouvoir métastatique 

s'accompagne d'une diminution du taux d'acides sialiques de surface. Des travaux analogues ont été 

réalisés sur d'autres modèles (Yogeeswaran et Salk, 1981), ce qui a pu renforcer l'hypothèse que le 

pouvoir métastatique serait bien lié au taux de sialylation de surface. Cette affirmation est toutefois 

trop simpliste. En effet, des modifications de structure de sialoglycoconjugués pourraient 

d'avantage être corrélées avec certaines caractéristiques de malignité. La corrélation la plus juste 

serait le pourcentage de sialylation des groupements galactosyl et N-Acétylglucosaminyl. Warren et 
al. (1978), en comparant les lignées métastatiques MDAYD2 et ces même cellules résistantes à la 

WGA MDW40;non-métastatiques, moniraient que les glycannes des glycopeptides de ces dernières 



étaient particulièrement affectées (disparition des acides sialiques, mais aussi du galactose). 

Passaniti et Hart en 1988, en comparant des souches de mélanome murins BI6 à potentialité 

métastatiques différentes, ne montrent pas de corrélation entre le taux de sialylation et leur pouvoir 

métastatique.Ils ont même observé que le taux de sites oligosaccharidiques membranaires sialylables 

diminuait significativement dans les cellules à haut pouvoir métastatique. 

Les études concernant les activités sialyltransférasiques sont très controversées (Nicolson, 1982 ; 

Schimnacher, 1982 ; Yogeewaran et Salk, 198 1). Ainsi, les travaux menés sur la transformation de 

fibroblastes par les virus SV40 et le polyome T ont montré dans chaque cas que le taux d'acides 

sialiques diminuait de façon significative et que cette diminution de la sialylation était corrélée avec 

une diminution des activités sialyltransférasiques (Grimes, 1970). Au contraire, Bosmann et Hall en 

197 1 démontraient que les activités sialyltransférasiques étaient augmentées de façon significative 

dans des cellules invasives de colon et de poumon humains. Ceci fut confirmé par Kishore et al. en 

1985 (Tableau IV page 62). 

Enfin, des résultats obtenus dans notre laboratoire montrent une corrélation directe de la sialylation 

avec la malignité, et, de même, une nette augmentation des activités sialyltransférasiques des 

cellules NIH 3T3 et BHK à la suite de la transformation par l'oncogène activé. 

Cependant, et malgré toutes ces réserves, il apparaît généralement une augmentation sensible des 

activités sialyltransférasiques dans les cellules tumorales. 

La plupart des études effectuées ont montré une élévation des activités sialyltransférasiques dans le 

sang de patients atteints d'un cancer. Cependant, l'activité sialyltransférasique sérique reste 

sensiblement voisine de la normale lorsque la tumeur maligne est aux premiers stades de son 

développement. Elle n'est en fait réellement significative que lorsque la tumeur est nettement 

développée et lors de l'apparition des métastases (Chatterjee et al., 1979a ; 1979b ; Ronquist et al., 

1980 ; Kessel et al., 1981 ; Licata et al., 1982 ; Griffiths et Reynolds, 1982 ; Dairaku et al., 1983 ; 

Berge et al., 1984 ; Ronquist et al., 1980; 1982; 1983 ; Bernacji et Untae, 1977 ; Frithz et al., 1985; 

Hermann et al., 1979). 

L'origine tissulaire de ces sialyltransférases sériques reste incertaine. Certains auteurs ont émis 

l'hypothèse d'une "fuite" des activités enzymatiques membranaires des cellules néoplastiques. 

résidu de N-acétvl~lucosamine en ~os i t ion  "intercalaire" 

En 1983, Kobata et al. ont montré, lors de l'étude de la gamrna-glutamyl transpeptidase de 

foie de Rat, l'apparition d'une proportion importante de glycannes possédant un résidu de 

N-acétylglucosamine en position "intercalaire" sur la glycoprotéine isolée de foie hépatomateux, ces 

structures étant absentes dans l'enzyme isolée du foie normal (Yamashita et al., 1983). Toutefois, 
- cette observation n'a été faite que chez un seul type cellulaire et que bne seule glycoprotéine. 



Tableau IV: Exemples de modifications des activités sialyltransférasiques décrites au cours de la 

transfomation de différentes souches cellulaires. (voir revue de Schauer et al., 1982) 

Mode of Tissue, ce11 (-organelle) 
alteration 

References. 

Decrease SV-40-3T3 cells . GRIMES 1970, 1973 
Py-BHK cells DEN et al. 1971 
Morris hepatoma 7777, 7800 H UDGIN et al. 1971 
thyroid tumor (rat) MONACO and ROBB~NS 1973 
ascites hepatoma cells S AITO et al. 1974 
Morris hepatoma 9618A2, 3924A B AUER et al. 1977, R E ~ E R  and B AUER 

1978 
mammary tumors (rat) KEENAN and MORRE 1973, C H A ~ R J E E  

1979 

Increase Py-3T3-, MSV-3T3-, RSV-3T3 cells 
RSV-BHK cells 
mammary and colon carcinomas 
(human) 
serum (carcinoma-beaxing rats) 
serum (mammary tumor-bearing rats) 

serum (melanoma-bearing mice) 
liver (Walker sarcoma-bearing rats) 
serum (patients. with different 
rnalignant, and benign, diseases) 

BOSMANN 1972 
WARREN et al. 1972 

BOSMANN and HALL 1974 
BOSMANN et al. 1975, IP  and DAO 1977 
BOSMANN and HILF 1974, B ERNACKI and 
KIM 1977, CHA~TERIEE 1979 
KONDO et al. 198 1 
IP and DAO 1977 
KESSEL and ALLEN 1975, BAYER et al. 
1977, GANZINGER 1977, HENDERSON 
and KESSEL 1977, IP and DAO 1978, 
DAO et al. 1980, RONQUIST et al. 1980 

Unchanged Moms hepatoma 5123 D HUDGIN et al. 1971 
colon carcinoma (human) KIM et al. 1974 ' 



Cet exposé général nous a permis de rappeler le rôle fondamental que jouent les oncogènes 

dans le processus de transformation cellulaire. Les oncogènes, qui dérivent de l'activation de gènes 

normalement présents et exprimés dans les cellules, provoquent la transformation cellulaire en 

interférant et en perturbant les mécanismes qui contrôlent les différentes étapes de la mitose et de la 

multiplication cellulaire. 

Ces oncogènes ont été identifiés dans les cellules isolées de tumeurs. C'est, en particulier, le 

cas de l'oncogène que l'on retrouve associé à certains cancers humains. 

Parallèlement, la transformation maligne provoque de profonds remaniements de la structure 

des glycannes qui se traduisent dans le cas des N-glycosylprotéines, par une augmentation des 

structures tri- et tétra-antennées et du taux de sialylation. 

En outre, ces modifications structurales semblent être un facteur favorisant la diffusion 

métastatique des cellules tumorales. Elles sont le reflet de modifications de l'activation de 

glycosyltransferases qui contrôlent leur biosynthèse. De plus, ces modifications peuvent être 

dissociées dans des cellules transformées par transfection d'un seul oncogène tel que l'oncogène 

m. C'est dans ce cadre, et afin de tenter de mieux définir les relations qui existent entre les 

oncogènes et l'activité des glycosyltransferases, en particulier des sialyltransférases, que nous 

avons entrepris cette étude. 





ETUDE DES MODIl?ICATIONS DE LA SIALYLATION DES 

CELLULES BHK2l/C13 APRES TRANSFECTION ZN VITRO PAR 

L'ONCOGENE HUMAIN C-HA-RAS 



Depuis les premières observations de Warren et a1.(1972) des études stmcturales fines ont 

montré que la glycosylation des glycoconjugués membranaires en général, et des 

N-glycosylprotéines, en particulier, était profondément modifiée par la transformation maligne 

(Smets et van Beek, 1984). 

Cette modification s'accompagne principalement d'une augmentation de la sialylation et de la 

proportion des glycannes tri- et tetra-antemés au préjudice des structures bi-antennées (Montreuil et 

al., 1983 ; Yarnashita et al ., 1984 ; Delannoy et al., 1985 ). 

Ces travaux furent menés dans un premier temps sur des tumeurs malignes et sur des cellules 

transformées par des virus. Un peu plus tard, les oncogènes se sont avérés être des outils très 

intéressants pour l'étude et la "dissection" du processus de la cancérisation. Nous savons 

actuellement qu'un oncogène transformant suffit pour transformer une cellule in vitro et modifier 

profondément les structures glycanniques de la surface cellulaire, de la même façon que dans le 

processus de cancérisation classique (Bolscher et al., 1988 ; Santer et Glick, 1989 ; Dennis et al., 

1989a) . 
Sur cette base nous avons étudié la composition en acides sialiques et les modifications des activités 

sialyltransférasiques de fibroblastes de rein de Hamster (BHK) transformés par l'oncogène humain 

c-Ha-ras EJ. Les cellules transformées par l'oncogène ras sont tumorigènes voire métastasantes 

après injection chez la Souris "nude". 

L'essentiel des résultats est présenté dans le mémoire suivant qui est accepté pour publication aux 

Comptes Rendus de l'Académie des Sciences. 



Note aux Comptes Rendus de 1 'Académie des Sciences. 

Série III : Biochimie Ce1 lulaire / Ce1 lular Biochemistry. 

MODIFICATIONS DE LA SIALYLATION DES CELLULES BHK 21/C13 APRES TRANSFEC- 

TION I N  VITRO PAR L'ONCOGENE HUMAIN c-Ha-ras. 

Haris CAZLARIS, Nadia LE MARER, Vincent LAUDET, Christian LAGROU, Qin 

ZHU, Philippe DELANNOY et Jean MONTREUIL. 

Rgsurné - Une 1 ignée ce1 lulaire de fibroblastes de rein de Hamster (BHK 

21/C13) a été transfectée par l'oncogène humain c-Ha-ras. L'expression 

de l'oncogène a modifié l'activité sialyltransférasique globale de 

l'homogénat cellulaire de manière significative. Cette activité est, en 

effet, multipliée par 2,5 en moyenne quel que soit 1 'accepteur utilisé. 

En outre, 1 a proportion d' acide N-glycolylneuraminique associé à 1 a 

surface ce1 1 ul aire a sensiblement augmenté dans les ce1 1 ules transfec- 

tées, 1 e rapport acide N-acétyl neurami ni que / acide N-glycolyl neurami- 

nique passant de 7,10 à 2,80. 

Ces résultats mettent en évidence, dans les ce1 1 ules transfectées 

par c-Ha-ras, une relation étroite entre 1 'expression de 1 'oncogène et 

le métabolisme des acides sial iques et suggèrent, en outre, qu'il existe 

une régulation génique de la sialylation des glycoconjugués. 

MûDI FICATIONS OF SIALY LATION I N  BHK 2 1/C13 CELLS TRANSFECTED BY c-Ha-ras 

HUMAN ONCOGENE. 

A b s t r a c t  - A Hamster kidney fibroblast ce11 line (BHK 211C13) has been 

transfected by c-Ha-ras human oncogene. The expression of the oncogene 

Note prgsentée par Pierre CHAMBON. 



significantly modified the global sialyl transferase activity of the ce1 1 

extract. This activity is enhanced on an average 2.5 fold whatever the 

acceptor. In addition, the proportion of cell-surface associated N-gly- 

colylneuraminic acid is enhanced in transfectants, the ratio N-acetyl- 

neuraminic acid / N-glycolylneuraminic acid decreases from 7.10 to 2.80. 

These results suggest that a tight relationship exists, in c-Ha-ras 

transfected BHK ce1 ls, between the expression of the oncogene and the 

neuraminic acid metabolism as well as a gene regulation of glycoconju- 

gate sialyl ation. 

Abridged english version - Since the first observations of Warren [l] , 
fi ne structural analyses have shown that the glycosyl ati on of membrane 

glycoconjugates was greatly modi f ied by mal ignant transformation [2] . 
Especially for N-linked glycans, it appeared an increase of the sialyla- 

tion and of the proportion of tri- and tetra-antennary glycans 13-51. 

Moreover, these modifications seem to be associated wi th tumorigenic and 

metastatic potential of transformed cells [6-81. Beside this, authors 

attribute to N-glycolylneuraminic acid a role as marker of the ce11 

di fferenci at i on [9] and tumorigenici ty [IO] . 
For the moment, the mechanism of the modifications of glycan 

structures is not known according to the fact that little is known about 

the regul ation of the glycosyl ation processing enzymes. However, i t is 

possible to propose that such disorders are the reflect of a genic 

mi sregul at ion of the enzymes expression. Oncogene transfecti on of ce1 1 s 

appeared to be a good mode1 to verify this hypothesis knowing that 

modifications of N-1 inked glycans from murine fi broblast ce1 1 surface 

[Il-141 have been descri bed after transfection of ras oncogene. 

In - this paper we demonstrate that, after transfection of ras 

oncogene, the sialyltransferase activity of BHK 21IC13 cells is 



significantly increased and that this phenomenon is associated wi th an 

important increase of N-glycolylneuraminic acid content. 

psv2neo [15] and psv2neo EJ [16] plasmids were transfected [17] in 

BHK 21/C13 cells [18]. Cells were selected with geneticine 6418 and the 

presence of the c-Ha-ras gene was demontrated with classical methods 

[ZO]. Sialyltransferase activity was determined by incubation of 60 pl 

of ce1 1 ul ar homogenates wi th 30.74 nmol of CMP-[U-~~C]-N~USAC (6.50 

mCi/mmol , 255pM), 1 mM of 2,3-dehydro-2-deoxy-Neu5Ac, 25 mM of sodium 

cacodylate buffer pH 6.5 and with one of the glycoproteinic acceptor 

(asialo-fetuin, asialo-orosomucoid or asialo-serotransferrin) at a final 

concentration calculated to obtain 0.8 mM of terminal galactose resi- 

dues. Sial ic acids were 1 iberated by methanolysis (HC1 0.1 N in anhy- 

drous methanol, 80°C, 1 h), permethylated [24] and methylated deriva- 

tives were analysed by g.1 .c.-m.s. 

Transfection and selection steps allow us to obtain two ce11 

populations, respectively temed BHKras and BHKneo. Southern blot 

analysis (Fig. l), after digestion by Bam Hl [20], has shown that the 

c-Ha-ras gene was present in the transfectants BHKras. Kpnl digestion 

revealed that the ce1 1 population was clonal. Moreover, immunoprecipi- 

tation analysis (Fig. 2) reveals that ras introduced gene is we11 

expressed as 21 kDa protein in BHKras. 

Measure of the transfer capacity of [14~]-~eu5~c by the ce11 

homogenates onto the three di fferent asi a1 O-glycoproteinic acceptors 

indicated that sialyltransferase activity of BHKras was greatly 

increased (about 2.5 fold) whatever the acceptor (Table 1). 

Determination of Vmax and apparent Km values using double reciprocal 1/V 

vs 11s plot (Table II) indicates that there is no significant change in 

Km values between BHK and BHKras suggesting that the enhancement of 

activi ty was the reflect of the sur-expression of si alyl transferase in 

transfected cells. 



Mass spectrometry analysis of N-acetyl- and N-glycolylneuraminic 

acids methyl ated derivatives al lowed us to identify these compounds in 

both ce11 lines on the basis of typical fragments of Neu5Ac (m/e 129, 

348 & 376) and Neu5Gc (m/e 159, 378 & 406) and we observed the increase 

of the proportion of Neu5Gc in transfected cells (Table III). The 

proportion of Neu5Gc which represents 12.3 % of total sialic acid in BHK 

cells, shifted to 26.1 % in BHKras cells. 

According to Dennis et a l .  [25], transformation of fibroblasts by 

ras oncogene enhances the activity of the N-acetylglucosaminyltransfe- 

rase V, the key-enzyme of P-1,6-antenna biosynthesis (linked to the 

a-1,6 mannose residue of N-linked glycans). On the contrary, Santer et 

al. [14] associate to this transformation structural modifications of 

terminate sugars of glycans from N-glycosylproteins. In particular, the 

authors have shown the high sialylation rate of glycans isolated from 

murine fibroblasts transformed by ras. Our results lead to the same 

concl usion using a different ce1 1 ul ar mode1 . Moreover, we have observed 
a qualitative modification of sialic acids composition, the proportion 

of Neu5Gc increasing in transfected BHK. These observations al low us to 

postulate that tight relationships exist between the expression of the 

oncogene and the activity of the enzymes responsible for the synthesis 

of the terminal part of N-linked glycans. This opens the way of the 

regulation of glycosyltransferases expression in cells transformed by 

oncogenes. 

INTRODUCTION. - Depuis les premiéres observations de Warren [l], les 

gtudes structurales fines qui ont suivi ont montré que la glycosylation 

des gl ycoconjugués membranai res, en général , et des N-glycosyl protéi nes, 
en particulier, était profondément modifiée par la transformation 

maligne [2]. Dans ces dernières, en effet, on note principalement une 

.- - 
. - 



augmentation de la sialylation et de la proportion des glycannes tri- et 

tétra-antennés au préjudice des structures bi-antennées [3-51. En outre, 

ces modifications semblent être en relation avec 1 e pouvoir tumorigène 

et métastatique des ce1 1 ul es transformées [6-81. D '  autre part, des 

auteurs attribuent un rôle de marqueur de différenciation [9] et de 

tumorigénicite [IO] à 1 a forme N-glycolylée de 1 'acide neuraminique. 

Pour 1 ' instant, les mécanismes de 1 a transformation des structures 

glycanniques ne sont pas connus en raison du peu d' informations que nous 

possédons sur la rCgulation des enzymes de la glycosylation. On peut 

toutefois poser en hypothèse que ces modifications sont au moins le 

ref 1 et de perturbations de 1 ' expression génique de ces derni ers. 

La transfection de cellules "saines" par des oncogènes nous est 

apparue comme un excell ent moyen pour véri fier cette hypothèse d ' autant 

que divers travaux montraient que la transfection par 1 'oncogène ras 

induisait de profondes modifications de la structure des glycannes de la 

surface de fibroblastes murins [Il-141. 

Dans la présente Note, nous démontrons que, sous 1 'effet de la 

transfection de 1 'oncogène ras, 1 ' activité sialyl transférasi que des 

cellules BHK 21/C13 s'accroît de manière très significative et que ce 

phénomène s ' accompagne d ' une augmentation importante de 1 a teneur des 

glycoconjugués cellulaires en acide N-glycolylneuraminique. 

MATER1 ELS ET METHODES. 

Transfection, culture cellulaire et analyse des ADN. - Les plas- 

mides pSV2néo [15] et pSV2néo EJ [16] ont été transfectés [17] dans les 

cellules BHK 211C13 [18]. Ces dernières ont été cultivées dans un milieu 

minimum de Eagle modifié (DMEM) [19], en présence de Gentamycine (0,8 

mg/ml) , de Fungizone (5 mg/l) et de 10 % de sérum de Veau foetal. Les 



cellules transfectées ont été ensuite sélectionnées en présence de 

su1 fate de généticine 6418 à 1 mg/ml sur une période de 20 jours et 1 a 

présence du gène c-Ha-ras a été démontrée par les techniques classiques 

P O 1  

Immunoprécipitation de la protéine p2' traduite du gène ras. - 10 6 

ce1 1 ul es ont été marquées métabol iquement par incubation pendant 18 h 

dans 2 ml de milieu DMEM sans méthionine, en présence de 200 pCi de 

3 5 L-[ SI-méthionine (800 Ci/mmol , Amersham) . Les ce1 lules ont été ensuite 
lysées dans un tampon Tris-HC1 lOmM, pH 7,4; EDTA 1 mM; NaCl 0,15 M; 

Triton X-100 1 %; désoxycholate de sodium 0,5 %; aprotinine 1 % et 

centrifugées à 100,000 x g pendant 1 h. La protéine pZ1 traduite du gène 

ras a été immunopréci pi tée à 1 ' ai de de 1 ' anticorps monocl onal Y 13-259 

(Oncogene Science Inc. ) [21] . 

Mesure des activités sialyltransférasiques. - Les cellules conflu- 
entes ont été lavées, puis homogénéisées par ul trasonnage pendant 30 sec 

dans un tampon de pH 6,5 (caco'dylate de sodium 25 mM / NaCl 0,154 M / 
7 Triton XlOO 1 % / glycérol 20 %) à raison de 2x10 cellules par ml. Les 

activités sialyltransférasiques ont étb déterminées sur la fraction 

surnageante obtenue après centrifugation pendant 30 min à 10.000 g. Le 

mélange réactionnel utilisé contenait, dans un volume final de 120 pl, 

60 pl d ' hotnogénat ce1 1 ul ai re, 30,74 nmol de CMP-[U-~~C]-N~USAC (6 $50 

mCi/mmol , soit 238,5 MBq/mmol ) , 1 mM de 2,3-déhydro-2-désoxy-Neu5Ac, 25 

mM de tampon cacodylate de sodium / NaCl 0,154 M de pH 6,5 et un accep- 

teur glycoprotéi nique non sialylé à une concentration finale correspon- 

dant 3 0,8 mM de résidus terminaux de galactose. Les accepteurs utilisés 

ont été la fétuine et 1 'orosomucoïde humain désialylés par l'acide 

trif luoroacétique 0,l M (80°C; 40 min) et la sérotransferrine humaine 

désialylée par passage sur colonne de neuraminidase immobi 1 isée [22]. La 



composition gl uci di que des accepteurs a été détermi née par chromatogra- 

phie en phase gazeuse après méthanolyse et tri f 1 uoro-acétyl at ion [23] 

afin de vérifier que la désialylation était bien totale. Nous nous 

14 sommes placés à une concentration élevée en CMP-[ Cl-Neu5Ac (255pM) 

afin d'él iminer la possi bi 1 ité d'une di lution isotopique du précurseur 

radio-marqué par le CMP-Neu5Ac endogène et nous avons, en outre, ajouté 

dans le milieu réactionnel 1 mM de 2,3-déhydro-2-désoxy- Neu5Ac afin de 

protéger les produits néosi alyl és de 1 'action des neuraminidases. 

Dosage des acides sialiques - Les acides sialiques ont été libérés 

par méthanolyse (HC1 0,l N dans le méthanol anhydre, 80°C, 1 h) de 10 7 

cellules lyophilisées. Cette étape a été suivie d'une perméthylation 

[24] et les dérivés méthylés ont été séparés par chromatographie en 

phase gazeuse sur une colonne capillaire (0,4 mm x 60 m) de Silicone OV 

101 (gradient de température 110-240°C; 10°C/min) et analysés par 

spectrométrie de masse (spectromètre Ri bermag R 10-10). 

RESULTATS. 

Obtention des cellules et analyse génomique - Un plasmide contenant 
1 'oncogène ainsi que le gène de sélection par la néomycine a été trans- 

fecté dans les ce1 lules BHK 211C13 (ce1 lules BHK). La même opération a 

été effectuée avec le plasmide contenant uniquement le gène de résis- 

tance. Dans les deux cas, nous avons obtenu des clones résistants à la 

Gentamycine 6418 (respectivement BHKras et BHKnéo) qui ont été rassem- 

blés et amplifiés. Après digestion de l'ADN cellulaire total par l'endo- 

nucléase Bam Hl [20], une sonde c-Ha-ras s'hybridait avec un fragment de 

restriction de 6,6 kpb (Fig. 1) montrant ainsi que le gène c-Ha-ras EJ 

était bien présent dans les transfectants. D'autre part, la digestion 
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Fig , 1. - Détection par hybridation mol écu 1 aire de 1 ' oncog6ne c-Ha-ras 
EJ dans les cellules BHK. L'ADN isolé de 10' cellules BHK (A) et BHKros 

(B) a été soumis 3 l'action des endonucléases de restriction Bam Hl (1) 

et Kpn 1 (2). Les fragments obtenus ont été séparés par électrophorèse 

en gel d' agarose, transférés sur ni trocel 1 ulose, hybridés avec 1 a sonde 

obtenue par digestion du gène c-Ha-ras par 1 'endonucléase Barn Hl [19] et 

rêvé1 és par autoradiographie. 



par Kpnl qui coupe le gène en un seul endroit, révèlait que les trans- 

fectants BHKras formaient une population clonale. Enfin, comme le montre 

la Fig. 2, la protéine p2' traduite du gène ras est parfaitement 

exprimée dans 1 es ce1 1 ules BHKras. 

Afin de déterminer 1 'activité biologique du gène introduit, i l  nous 

a paru utile d'étudier le comportement in vivo des cellules BHKras. 

Après injection sous-cutanée chez le Hamster, les ce1 lules BHK et BHKnéo 

n'ont produit que des tumeurs primaires, tandis que les ce1 lules BHKras 

ont donné naissance a des tumeurs primaires et a des métastases (résul- 

tats non présentés). 

Mesure de l'activité sialyltransférasique - L'activité sialyltrans- 

férasique des cellules BHK et BHKras a été mesurée par transfert de 

14 [ Cl-Neu5Ac sur trois accepteurs glycoprotéiniques dési alyl és. Dans 

tous les cas, 1 'activité sialyl transférasique des ce1 lules BHKras était 

fortement augmentée (environ 2,5 fois) (Tableau 1). 11 apparaît donc que 

la transfection par l'oncogène ras induit une augmentation importante de 

1 ' activité si alyl transférasique des ce1 1 ules BHK indépendamment de la 

nature de 1 ' accepteur. 

Dans une deuxième série d ' expéri ences, nous avons détermi né 1 ' in- 

fluence de la concentration en accepteurs, asialo-fétuine et asialo- 

orosomucoïde, sur 1 'activité enzymatique. Les résultats obtenus sont 

présentés dans la Fig 3. Dans les deux cas, nous avons pu déterminer les 

valeurs de Vmax et de Km par la représentation de 1/V en fonction de 

I l S .  Les résultats, rassemblés dans le Tableau II, indiquent qu'il 

n'existe pas de différence significative du Km apparent de 1 'enzyme 

entre ce1 lules BHK et BHKras, suggèrant ainsi que 1 'augmentation d'ac- 

tivité n'était pas la conséquence d'un changement de 1 'affinité de 



Fig. 2. - Detection par imnoprec ip i ta t ion  de l a  protelne p2' traduite 

du g&ne ras. Les cellules BHK (A)  et BHKras (B) ont été marquées métabo- 
35 1 iquement par la L-[ SI-méthionine. Les ce1 1 ules ont ensui te 6té lysées 

et la protéine p21 a été inimunoprécipitée à 1 'aide d'un anticorps 

monocl onal dans les conditions décri tes dans 1 e chapitre "Matériels et 

Méthodes", fractionnée par électrophorèse en gel de polyacryl amide en 

présence de SDS (gel de 12,5 %) et visualisée par autoradiographie [21] . 
La colonne de gauche indique la position des protéines utilisées comme 

2 1 marqueurs de masses moléculaires. La position de la protéine P ras est 

indiquée par une flèche. 



TABLEAU 1 

Activités si alyl transférasiques des homogénats des ce1 1 u1 es BHK et BHKras 

vis-a-vis d'accepteurs asialo-glycoprotéiniques. 

TABLE I 

Sialyltransferase activities of BHK and BHKras ce11 homogenates with asialo- 

glycoproteins as acceptors. 

Accepteurs 
Activité sialyl transférasique (pmol/h/mg protéine)* 

BHK BHKras BHKraslBHK 

Asialo-transferrine 95,l 2 25,4 249,2 2 30 2,62 
Asialo-fétuine 466,8 1: 32,l 1306,7 2 21,4 2,80 

Asi al O-orosomucoïde 402,5 - + 36,9 877,6 2 56 2,18 

* : Les valeurs sont la moyenne de 3 expériences. 



Fig. 3. - Effet de la concentration en asialo-orosomuco'ide (A) et en 

asialo-fétuine (6) sur 1'activitC sialyltransférasique des homogénats 

ce1 lu1 aires des ce1 1 ules BHK (w) et B H W s  (-) . 
Les incubations ont  é té  r éa l  isées dans un tampon cacodylate de pH 6,5 e t  

a 37°C pendant 2 h. Nous avons determiné l es  valeurs de Vmax e t  de Km 

apparent par  une représentat ion en double inverse 1 / V  en fonc t ion  de 

1/S. 



TABLEAU I I  

Paramgtres cinétiques de 1 ' activi te si alyl transférasique mesurée dans les 

homogénats de ce1 1 ules BHK et BHKras en uti 1 isant 1 ' asialo-orosomucoïde et 

l'asialo-fétuine comme accepteurs. Les valeurs de Km apparent et de Vmax ont été 

extraites des représentations en double inverse présentées dans la Fig. 3. 

TABLE I I  

Kinetic parameters of sialyltransferase act i v i t y  measured in BHK and BHKras ce1 1 

honwgenates using asialo-orosomucoïd and asialo-fetuin as acceptors. Va lues of 

apparent Km and Vmax were obtained by analysis of double reciprocal plots shown 

in Fig. 3. 

Accepteur Homogénat Km Vmax Vmax/ Km 

ce1 1 ul ai re apparent ( pmo 1 /mg. mn) 

(mglm1 > 

Asi al O-orosomucoïde BHK 0,47 10,2 21,7 

BHKras 0,54 26,9 49,8 

Asialo-fétuine BHK 2,97 12,6 4,24 

BH Krus 2,99 25,7 8,60 



l'enzyme pour son substrat, mais vraisemblablement d'une sur-expression 

de l'enzyme dans les cellules transfectées. 

Détermination de la composition en acide N-glycoloylneuraminique - 

L'analyse par spectrométrie de masse des dérivés méthylés des acides 

N-acétyl- et N-glycolyl neurami ni ques nous a permi s d ' identifier sans 

ambiguïté ces deux composés et de les doser sur la base des fragments 

caractéristiques du Neu5Ac (m/e 129, 348 et 376) et du Neu5Gc (m/e 159, 

378 et 406). Les résultats de ces analyses, présentés dans le Tableau 

III, font apparaître une augmentation sensible du pourcentage de Neu5Gc 

dans les cellules transfectées. Le NeuSGc, qui représente 12,3 % de 

l'acide sialique total des cellules BHK, voit, en effet, sa proportion 

passer à 26,l % dans 1 es ce1 1 ul es BHKras. 

DISCUSSION 

D'après les travaux de Dennis et al. [25], la transformation de 

fibroblastes par 1 'oncogène ras, entraîne une augmentation d'activité de 

la N-acétylglucosaminyltransférase V, enzyme-clé de la biosynthèse de 

1 'antenne 1 iée en P-1,6 sur le résidu de mannose a-1,6 des glycannes des 

N-glycosylprotéines. En revanche, Santer et al. [14] associent à cette 

transformation des modifications structurales de 1 'extrémité terminale 

des glycannes des N-glycosylprotéines. Ces auteurs ont, en particulier, 

montré la forte sialylation des glycannes isolés de fibroblastes murins 

transformés par ras. Les résultats que nous avons obtenus nous amènent à 

la même conclusion, mais dans un système cellulaire différent. En effet, 

après avoir vérifié 1 a val idi té de notre modèle (présence de 1 'oncogène 

dans les cellules transfectées, tumorigénicité et potentialité métasta- 

tique), i l  nous est apparu que les cellules BHKras présentaient une 



TABLEAU I I I  

Proportion re la t ive  (en %) des derivés methylés du NeuSAc e t  du NeuSGc dans les 

méthanolysats des ce1 lules BHK e t  BHKras. Le rapport Neu5Ac/Neu5Gc a été calculé 

sur la base d'un mélange équimolaire témoin des dérivés perméthylés du Neu5Ac 

(temps de rétention : 14,02 - + 0,08 min) et du Neu5Gc (temps de rétention : 18,53 

+ 0,10 min). Les valeurs sont 1 a moyenne de 2 expériences. - 

TABLE I I I  

Relative proportion ( in %) of Neu5Ac and Neu5Gc methylated derivatives in the 

methanolysates of BHK and BHKras ce1 1s. The Neu5Ac/Neu5Gc ratio was ca 1 CU 1 ated 

on the basis of an equimolar standard ratio of the permethylated derivatives of 

Neu5Ac (retention time : 14.02 2 0.08 min) and Neu5Gc (retention time : 18.53 f 

0.10 min). Values are an average of two experiments. 

Lignées ce1 1 ul ai res 

BHK BHKras 



activité sialyl transférasique accrue qui expl ique 1 ' apparition de struc- 

tures glycanniques fortement sialylées dans les cellules transfectées. 

En outre, nous avons observé une modification qualitative de la composi- 

tion en acides si al iques, 1 a proportion en acide N-glycolyl neuraminique 

étant augmentée de manière significative. 

Ces observations permettent de poser en hypothèse qu'il existe des 

relations étroites entre 1 'expression de 1 'oncogène et 1 'activité des 

enzymes responsables de la synthèse de la partie terminale des glycan- 

nes. Ceci nous ouvre la voie de la régulation de 1 'expression des 

glycosyl transférases dans les ce1 lules transformées par 1 'action d'un 

oncogène. 
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L'étude des activités sialyltransférasiques des homogénats cellulaires de BHK 21lC13 et de 

BHKras nous a révélé une augmentation significative de la capacité de transfert d'acide 

N-acétylneuraminique dans les cellules transformées, et ceci, quelque soit l'accepteur utilisé. Cette 

augmentation est directement en relation avec la présence de l'oncogène, les activités des cellules 

transfectées par le plasmide pSV2neo n'étant pas modifiées. Ces modifications ne sont pas dues, 

apparemment, à une augmentation de l'affinité de l'enzyme pour le substrat, le Km ne variant pas, 

que l'on utilise comme accepteur l'asialo-orosomuc~ïde ou l'asialofétuine. 

Ces résultats nous conduisent à penser que cette augmentation de la capacité de transfert repose 

essentiellement sur une augmentation de l'expression de certaines sialyltransférases dans la cellule 

transformée. 
Des résultats similaires ont été obtenus dans notre laboratoire par Cazlaris (1989), sur le modèle 

NIH 3T3 pour lequel la transformation de la cellule par l'oncogène a conduit de la même façon à 

une augmentation des activités sialyltransférasiques. 

Par ailleurs, au cours de cette étude, nous avons pu mettre en évidence certaines modifications de la 

sialylation de la surface cellulaire. En effet, nous avons pu observer une augmentation de la 

proportion de Neu5Gc à la surface de cellules transformées par l'oncogène m. 
Les acides sialiques constituent une famille d'environ 30 membres. Cette grande diversité repose sur 

les différentes possibilités de substitution des groupements hydroxyliques de l'acide 

N-acétylneurarninique (Schauer 1982). 

Les deux types d'acides sialiques les plus répandus sont le Neu5Ac (Acide N-acétylneuraminique) 

et le Neu5Gc (Acide N-glycolylneuraminique). Le NeuSGc est très répandu dans le règne animal et 

selon le tissu et les espèces, il constitue une proportion importante des acides sialiques liés aux 

glycoconjugués. Par exemple, il constitue plus de 90% des acides sialiques liés aux glycoprotéines 

sériques chez la Souris ainsi qu' aux mucines de glandes sous-maxillaires de Porc. Toutefois, il est 

notable que chez certaines espèces, le Neu5Gc est totalement absent dans certains organes. 

Chez l'Homme, le NeuSGc n'a pas été détecté dans les tissus sains. Par contre, des études 

ont pu montrer l'apparition de Neu5Gc dans les glycolipides isolés de tumeurs de colon humain, à 

raison de 3 % de l'acide sialique total. Ce néoantigène est encore appelé antigène de 

Hangnutziu-Deicher (Higashi et al., 1985 ; Hirabayashi et al., 1987). Le Neu5Gc a également été 
caractérisé au niveau de O-glycosylprotéines de tumeurs mammaires de Rat (Sherblom et Dahlin, 

1985). De même l'apparition de NeuSGc a été mis en évidence par Zhu (Thèse1989) dans des 

fibroblastes de Souris transformés par l'oncogène a. 



Ces différentes observations nous ont conduit à envisager la possibilité d'une action de l'oncogène 

sur l'expression du gène de l'hydroxylase responsable de la conversion du NeuSAc en NeuSGc 

par hydroxylation du groupement N-Acétyl pour former un groupement N-glycolyl, cette enzyme 

ayant été récemment caractérisée dans les glandes sous-maxillaires de Porc et le foie de Souris par 

Shaw et Schauer (1988). 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons tenté de caractériser une activité hydroxylasique dans 

les homogénats cellulaires de BHK et de BHKras, dans des conditions de dosage définies par Shaw 

et Schauer (1988). Cependant, au cours de nos différentes tentatives, nous n'avons jamais détecté 

d'activité de conversion du NeuSAc en NeuSGc dans ces cellules. Il semblerait donc, que 

l'apparition du NeuSAc soit le fruit d'un autre mécanisme. 

Si la conversion du NeuSAc en NeuSGc par l'hydroxylase n'est pas la bonne hypothèse pour 

expliquer le phénomène observé dans le cas présent, comment expliquer l'apparition de NeuSGc sur 

la surface membranaire des cellules transformées ? Plusieurs mécanismes peuvent être envisagés. 

Le milieu de culture contient du sérum de veau foetal (SVF) très riche en glycoconjugués substitués 

par des résidus acides sialiques et notamment par du NeuSGc dans des proportions non négligeables 

(Schauer, 1982). 

Nous avons cultivé les cellules transformées en l'absence de SVF, ce dernier étant remplacé par de 

l'insuline, de la transfemne et des sels de sélénium. Dans ce cas, l'analyse en spectrométrie de 

masse par fragmentométrie des acides sialiques nous a révélé l'existence exclusive de NeuSAc, 

aucun des fragments caractéristiques de NeuSGc n'ayant pu être identifiés. 

Ces résultats sont en faveur d'une "capture" des acides sialiques du milieu de culture par les 

cellules, soit sous forme libre (après libération sous l'effet de neuraminidases), soit encore associée 

à la partie glycannique des glycoconjugués. 

A cet égard, des travaux menés par Furukawa et al (1988), ont permis de montrer, en utilisant des 

anticorps monoclonaux dirigés contre le NeuSGc porté par des structures gangliosidiques,dans les 

tumeurs de colon humain, qu' apparaissait une proportion non négligeable de NeuSGc liés aux 

gangliosides, et ce dernier, pouvait provenu d'une capture du NeuSGc du milieu de culture suivi 

d'un recyclage au sein de la cellule. 

Par ailleurs, l'apparition de NeuSGc avait été identifié dans la lignée cellulaire Hela S3 par Carubelli 

et Griffin en 1967, et, en 1973, Hof et Faillard ont mis en évidence que le NeuSGc provenait du 

SVF du milieu de culture et qu'il n'était pas synthétisé par la cellule. En effet, quand les cellules 

étaient cultivées en présence de sérum humain, le NeuSGc disparaissait de la surface cellulaire (voir 

la revue de Rosenberg et S hengrund 1976). 

Hischberg et Yeh (1977) ont démontré que des cellules en culture (les BHK) étaient perméables à 

l'acide sialique présent dans le milieu de culture et le réexprimait dans les glycolipides et les 

glycoprotéines de sa surface. Par ailleurs, des études ont montré que l'acide sialique incorporé dans 

la cellule ne subiraitpas de modifications structurales et serait immédiatement activé sous forme de 

CMP-Neu5Ac (Schauer, 1982). Des travaux réalisés in vivo ont pu confmer cette observation. 



Des recherches similaires effectués avec le NeuSGc ont pu montrer que les résultats obtenus étaient 

similaires bien que le pourcentage de capture fusse plus faible que dans le cas du Neu5Ac (Schauer, 

1982). 

Nous pensons donc que le Neu5Gc serait capturé par la cellule et ré-exprimé à sa surface. Ce 

phénomène de recyclage serait plus important dans les cellules transformées, peut-être par une 

modification de la perméabilité et de l'endocytose en faveur d'une accumulation importante d'acides 

sialiques exogènes dans la cellule. Des études plus approfondies sur le transport de l'acide sialique 

exogène au travers de la membrane des cellules, transformées ou non, seraient nécessaires pour 

mieux définir les différentes étapes de ce mécanisme. 



AUGMENTATION DE L'ACTIVITE a-2,6=SIALYLTRANSFERASE 

DANS DES FIBROBLASTES DE RAT TRANSFORMES PAR 

L'ONCOGENE RAS 



Dans la deuxième partie de notre étude, nous avons choisi pour modèle cellulaire les 

fibroblastes de Rat (FR3T3) transformés par différents oncogènes dans le but d'étudier les 

modifications des activités sialyltransférasiques, ceci en fonction de l'oncogène transfectant et du 

degré de transformation cellulaire. Ce travail a été réalisé dans le cadre d'une collaboration avec le 

Laboratoire d'ontologie Moléculaire de l'Institut Pasteur de Lille (Directeur D. Stéhelin). 

Les cellules nomales et transformées nous ont été gracieusement données par le docteur J. Cornelis 

et son équipe. 

La transformation des FR3T3 avec les oncogène v - w  et v - s  (FRmyc et FRsrc) a été réalisée par 

infection des cellules avec le rétrovirus murin MMCV-neo (Vennstr6m et al., 1984), portant à la fois 

l'oncogène et le gène de résistance à la néomycine (Salomé et al., 1990). Les FRras et les 

FRmyc+ras sont obtenues par transfection avec le plasmide PSV2neo EJ (van Hille et al., 1989) des 

cellules FR3T3 et des cellules FRmyc respectivement. Les FRBPV1 proviennent de cellules FR3T3 

infectées par le virus du papillome Bovin (Meneguzzi et al., 1984), et le FRmT par transfection avec 

la région transformante du polyome T, MiddleT (Mousset et al., 1986). 

Présentation des clones étudiés : 

FRneo : Ces cellules nous servirons de témoins démontrant que la transfection n'interfere pas avec 

les phénomènes observés. 

FRmyc : L'oncogène viral v-mvcOK10 provient du virus aviaire OK10. C'est une protéine 

nucléaire. Il interviendrait dans la prolifération cellulaire, et son activation induirait une 

immortalisation cellulaire. Les cellules FRmyc n'ont pas le phénotype transformé. La seule 

différence avec les cellules de référence est qu'elles se divisent plus rapidement. 

FRcas : L'oncogène c-Ha-ras humain est activé par mutation ponctuelle sur le codon 12. Cet 

oncogène est impliqué dans les processus de prolifération cellulaire et de différenciation. Son 

activation conduit généralement à la transformation cellulaire. Les FRras ont un phénotype 

transformé. Elles sont plus rondes et réfringentes et adhèrent moins au substrat. 

FRmyc+ras : La coopération des deux oncogènes et ras affecte gravement le métabolisme 
cellulaire s'il on en juge son aspect morphologique. Ces cellules adhèrent peu au substrat, elles sont 

rondes et réfringentes et s'agglutinent entre elles pour fomer des "grappes". 



FRsrc : l'oncogène a provient du virus de sarcome de Rous. Comme l'oncogène m, son 

activation induit la transformation de la cellule. Les FRsrc ont un phénotype transformé. 

FRBPVl : Le virus du papillome bovin n'induit pas de modifcations morphologiques apparentes 

de la cellule, pourtant ces cellules sont tumorigènes et métastasantes. 

FRmT : Le gène transformant du polyome T induit une modification morphologique de la cellule. 

Les cellules sont transformées. 

La tumorigénicité d'une cellule peut être évaluer par sa capacité de se multiplier en milieu gélosé 

semi-solide ainsi que par la densité de la culture. Ces valeurs sont présentées dans le tableau V page 

91. 

Les résultats que nous avons obtenus lors de cette étude sont rassemblés dans le mémoire présenté 

ci-après et soumis pour publication à J.Biol. Chem.. 



Tableau V: Caractérisation des cellules étudiées 

Lignées 
cellulaires 

FR3T3 

FRneo 

FRmyc 

FRras 

FRmyc+ras 

FRsrc 

FRBPVl 

FRmT 

Clonage en 
AGAR (%) 

Densité des 
cellules 5 10 

Phénotype 

plates 

plates 

plates 

rondes 

rondes 

rondes 

plates 

rondes 

n.d. : non déterminé 
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SUMMARY 

We have studied the modification of P-galactoside a-2,6-sialyltransferase activity in 

Rat fibroblasts ce11 lines (FR3T3), transformed by various oncogenes such as c-Ha-ras or v-mvc. 

We found that, in contrast to y-mvc, ç-Ha-ras induces a striking increase of $-galactoside 

a-2,6-sialyltransferase activity in FR3T3 cells. Cells transfected with both v-mvc and ç-Ha-ras did 

not shown an increased enzymatic activity when compared to cells transfected with ç-Ha-ras alone. 

In order to determine if this increase was correlated with cellular transformation, we 

test other transforming oncogenes such as v-src, rniddle T (mT) of polyoma virus, or the 

transforming BPVl virus. Surpnsingly, we found that none of these oncogenes were able to 

induce an increase of j3-galactoside-a-2,6-sialyltransferase activity which seems specific to 

ç-Ha-ras transformed cells. 

This increase of j3-galactoside-a-2,6-sialyltransferase activity could be correlated with 

an elevation of the expression of this enzyme since immunofluorescence studies with 

anti-j3-galactoside-a-2,6-sialyltransferase antibodies revealed a sharp pennuclear signal present in 

c-Ha-ras rnsformed cells but absent in control cells. In addition, irnmunoprecipitation with these 

antibodies showed that the expression of this enzyme was nearly 3 fold greater in c-Ha-ras 

transformed cells when compared with reference cells. Moreover, in fluorescence studies with 

fluorescein labelled Sambucus nigra Agglutinin, we detected an increase of NeuSAc(a2-6)Gal 

sequence on membranes glycoproteins in cells transformed by c-Ha-ras oncogene. Finally, we 

showed by northern blot experiments, that there are increased levels of 

P-galactoside-a-2,6-sialyltransferase mRNA in ç-Ha-r<~s transformed cells, confirming the results 

obtained with antibodies. Al1 these results permit us to conclude that c-Ha-rag induces, in FR3T3 

cells, an increase of the expression of the P-Galactoside-a-2,6-sialyltransferase and that this 

differentiai expression produces a supplementary terminal a-2,6 sialylation ; The implication of 

this sialylation change is discussed. 



INTRODUCTION 

Elucidation of the molecular and cellular changes that accompany malignant 

conversion of normal ce11 populations is central to the understanding of cancer. Ce11 surface 

carbohydrates display stmctural alterations concomitant with malignant transformation (1; 2 ; 3 ; 4). 

Transformation by chernical mutagens as well as by oncogenic vixuses results in changes in the size 

of N-linked and O-linked glycans (1; 5 ; 6). The increased size of their carbohydrate structure had 

been attnbuted to multi-antenarisation and to increased sialylation (7). Multi-antenarisation have 

been well studied and, in particular, has been associated with increased GlcNAc(B1-6)Man(al-6)- 

branching of complex type oligosaccharides. This phenomenon is directly associated with elevated 

N-Acetylglucosaminyltransferase V activity (8 ; 9 ; 10 ; 11 ; 12). Several recent observations 

suggested that increased expression of 8- 1,6- branched oligosaccharides may be reqvired for tumor 

ce11 metastasis. When the initiation of the B- 1,6- antenna is blocked by inhibitors of glycosylation 

pathway such as swainsonine, the metastatic capacity of lymphoid turnor cells is reduced (12). 

While the multi-antenarisation of N-linked glycans present in transformed cells is 

widely accepted, the increased sialylation in these cells is not a general phenomenon. Nevertheless, 

it has been associated with the metastatic potential of transformed cells (13 ; 14). The sialylation 

pattern observed in cells is dependent of at least two different parameters : (i) the presence of 

intracellular acceptors and, (ii) the pool of enzymes required for sialylation (15 ; 16 ; 17). These 

sialyltransferases and other glycosyltransferases such as galactosyl- and fucosyltransferases have 

been found, to be elevated in the sera of patients with malignant disease (18 ; 19; 20). 

Point mutations can convert the cellular ~ês genes into oncogenes able to transform 

cultured cells (21 ; 22). Moreover, in numerous types of human cancer, a activated genes have 

been detected (23 ; 24 ; 25 ; 26). Mutation of genes can be associated to progression of 

human colorectal tumors to a adenoma class II (27). In spite of the known biochemical properties 

of the a gene product p21ras9 namely GTPase activity (28 ; 29), the molecular mechanisms of 

action of activated, as well as normal, p21ras in the ceil is poorly understood (30). However, 

p2lms is found associated to a GTPase activating protein (GAP) which may serve as an effector 

molecule for rn action. Both proteins are implicated in the pathways governing signal transduction 

and cellular growth. 

I n  vitro transfection of cells with an activated gene can induce the same 



glycosylation mMcations as those observed in turnor cells (5 ; 31). Multiantenarisation, alteration 

of glycolipids and, more recently, increase of the N-acetylglucosarninyltransferase V activity have 

been described and correlated with metastatic potential of a t r a n s f o d  cells (10 ; 32). 

The aim of the work presented in this paper, was to study the effect of various 

oncogenes such as ç-Ha-ras and v-mvc on the activity of p-galactoside sialyltransferases. We show 

that ç-Ha-ras induces an increase of the activity of the p-galactoside a-2,6-sialyltransferase but not 

of the p-galactoside a-2,3-Sialyltransferase. In addition, we find that other oncogenes such as 

v-mvc. v-src, polyoma virus rniddle T (mT) or the transforming Bovine Papilloma Virus 1 (BPV1) 

cannot enhance Gal-a-2,6-ST activity. This increased activity has an impact on the sialylation at the 

ce11 surface. We demonstrated that this m-mediated enhancement is caused by an increase of the 

enzyme level and of the mRNA encoding Gal-a-2,6-ST. 



EXPERIMENTAL PROCEDURE 

Chernicals : 

Al1 reagents were of analytical grade, CMP-rCJ 14C]-NeusAc (262 mCi/mmol; (9,6 

GBqImmol)) and L-[35S]-methionine (800 Ci/mmol ; (29,3 TBqImmol)) and were purchased from 

Amersham Labs (Amersham, U.K.). Immunoprecipitin (Protein A-Sepharose), fluorescein 

isothiocyanate (FITC), CMP-NeuSAc, 2,3-dehydro-2-deoxy-Neu5Ac and fetuin were purchased 

from Sigma Chem. Co. (St Louis, USA). Orosomucoid (ai-acid glycoprotein) were purified from 

human serum (33). Sambuccus Nigra Agglutinin (SNA) was prepared according to Broekaert et 

aZ.(34), and was kindly supplied by F. Delannoy. The monoantennary oligosaccharide 

Gal(B1-4)GlcNAc(B 1 -2)Man(al-6)Man(B 1-4)GlcNAc was prepared according Michalski et al. 

(35) and was a kind gift of D. G. Strecker and D. J.C. Michalski and the glycopeptides of human 

serotransfemn, prepared by extensive Pronase digestion, were kindly supplied by Prof. G.Spik 

(from our laboratory) (36). 

Buffers : 

The composition of cornrnonly used buffers is described below. 

PBS : lOmM sodium phosphate, 0.15M NaCl, 0.02% NaN3 ; 

TNE-Apro : lOmM TrislHCl pH 7.4,0.15M NaCl, 1mM EDTA, 1% aprotinin. 

RIPA-Apro : TNE-Apro, 1% Triton X100,0.5% sodium deoxycholate, 0,5% SDS. 

SSC : 15mM sodium citrate, 0.15M NaCl. 

Gel sample buffer : 20% glycerol (vlv), 2% p-mercaptoethanol, 5% SDS, 0.001% 

bromophenol blue, 0.3M TrislHCl pH 8,9. 

Guanidinium buffer : 4.7M guandinium thiocyanate, 20mM sodium acetate, 0.5% sodium 

sarcosynate, 50mM TnslHCl, 0.1 M p-mercaptoethanol. 

Cushion cesium : 5.7M CsC1, 0.25M sodium acetate. 

Cell lines : 

Transformed derivatives of FR3T3 cells (37) were previously characterized. 

Transformation of FR3T3 with the v-mvc and v-src oncogenes (FRmyc and FRsrc) were 

performed by infection with the murine retrovirus MMCV-neo (38), carrying both the avian 
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v-mvcOK10 (FRMC14 clone in ref. : 39) or the avian v-src oncogene (FRSR13 clone in ref. : 40) 

and the neo gene. Transformation of FR3T3 with (FRras, FREJ4 clone in : 40) and 

super-transformation of FRmyc with ras (FRmyc+ras) were performed by transfection with 

pSV2neoEJ. FRBPVl was obtained by transfection of the Bovine Papilloma Virus 1 genome by 

G. Meneguzzi (FRBP8 clone in ref : 39), and FRmT by transfection with the Polyoma Virus 

middle T antigene (41). As a control we also use G418 selected FR3T3 cells which were 

transfected with the pSV2-neo plasmid harboring the gene coding for resistance to the neomycine 

(FRneo). 

Ce11 culture : 

FR3T3 and its transformed derivatives were grown in Dulbecco modified Eagle 

medium (DMEM) (Gibco) with 10% foetal calf serum (Aseptic serum, Gibco). Al1 cultures, were 

performed on Falcon plastic pem dishes or flasks, at 37"C, in a humid atrnosphere of 5% CO2 in 

air. Cells were passaged every 3 days by trypsinization. Confluent cultures were harvested by 

scraping in PBS. 

Sialyltransferases assays : 

Preparation of ce11 homogenates : 

Cells were harvested at confluency, washed three times in cold PBS and scraped off in 

the same buffer. They were centrifuged at 1,500 x g for 5 min and washed twice in 25 mM sodium 

cacodylate pH 6.5,0.15M NaCl buffer. Pellets were resuspended in the same buffer supplemented 

with 1% Triton XlOO and 20 % glycerol and homogenized at 4°C. The insoluble particles were 

removed by centrifugation and 10,000 x g for 30 min at 4°C. Supernatants were either used 

immediately for the assays or kept frozen at -70°C. The protein concentration were determined 

according to Bradford (42). 

Preparation of the acceptors : 

Fetuin, orosomucoid and glycopeptides of human serotransfemn were desialylated by 

mild acid hydrolysis-with 0.1N H2S04 at 80°C for 1 h. Sulfuric acid and Neu5Ac were eliminated 

by extensive dialysis against distilled water for the glycoproteins, and by gel filtration for the 
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glycopeptides. To confirm total desialylation, sugar analysis was carried out by gas-liquid 

chromatography after methanolysis and trifluoroacetylation. 

Sialyltransferases assays : 

Al1 the sialyltransferase assays were performed at least in duplicate. The standard 

enzyme reaction mixture contained, 50 pl of ce11 homogenates, 0,69 nmol of 

C M P - [ U - ~ ~ C ] - N ~ U ~ A C  (4.4 x 105 dpm), 25 nmol of non-radioactive CMP-Neu5Ac (final 

concentration : 0,25mM), 1 mM 2,3 dehydro-2-deoxy-Neu5Ac as inhibitor of neuraminidase, 

sodium cacodylate 25mM, NaCl 0,15M, pH 6.5 buffer and acceptor to a final concentration of 

terminal galactose residues of 2.0 mM, in final volume of 100 pl. Al1 the reaction were performed 

at 37OC. 

For asialo-glycoproteins acceptors, the reaction was stopped by addition of 1 ml of ice-cold 5% 

wolframophosphoric acid in 2N HC1. Samples were washed on glass fibers filters, twice with 5% 

mchloroacetic acid, water and ethanol(43). After drying, filters were processed for radioactivity 

counting. For glycopeptides or oligosaccharides acceptors, the reaction was stopped by boiling for 

10 min to destroy the excess of CMP-Neu5Ac. After cenmfugation, sialylated products were 

separated from Neu5Ac by descending paper chromatography on Whatrnan 3M with the following 

solvent : pyridinelethyl acetatelacetic acid/H20 (5:5:1:3, vlv), over 24 hours, in the case of 

glycopeptides or 3 days for the monoantennary oligosaccharides in order to separate both isomeric 

derivatives. 

Fluorescence microscopy : 

Visualisation of NeuSAc(a2-6)Gal sequence on the ce11 surface with SNA-FITC 

Pre~aration of SNA-FITC : 50 p l  of a solution of 1 mg/rnl FITC in dimethyl sulfoxide 

was added to 1 ml of 2 mg/ml of SNA in 0.1M sodium carbonate pH 9. The solution was 

incubated during 8 hours at 4OC under continuous stirring, then incubated with NH4Cl 50 rnM for 

2 hours at 4°C. Then, xylene cylanol and glycerol were added to a final concentration of O. 1% and 

5% respectively. The unbound dye were separated from the conjugate by extensive dialysis against 

PBS at 4 OC for 3 days. The ratio of fluorescein to protein was estimated by measuring the 

absorbance at 490 nm and 280 nm. 

Preparation of cells : Cells were plated ont0 12 mm g l a s  couerslips. At 50 % 
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confluence, cells were fixed with freshly prepared para-formaldehyde 4% in PBS for 1 hour at 

20°C and blocked with 50 mM ammonium chloride in PBS for 30 min at 20°C. FITC-SNA at a 

concentration of 25 pg/ml in PBS alone or with 40 &ml of orosomucoid as a competitor was used 

for incubation of the fixed cells for 30 min at 20°C. Cells were rinsed with PBS and mounted in 

glycerol. 

Visualisation of the p-galact oside-a-2,6-sialyltransferase with Rabbit antibodies 

anti p-galactoside-a-2,6-sialyltransferase 

Cells were prepared according to the previous method except they were 

permeabilisated with aceton 100 % at 4OC during 15 min, then rinsed with PBS and water. 

Coverslips were rinsed with gelatin 0.2 % in PBS. 100 pl  of diluted sera of antibodies 11100 was 

incubated with permeabilisated cells during 24 hours at 4OC. The cells were rinsed with PBS and 

incubated for 2 hours with Mouse antibodies anti Rabbit IgG. Photographs were prepared using a 

Zeiss universal research microscope. 

Immunoprecipitation of P-galactoside-a-2,6-sialyltransferase. 

Cells were incubated for 2 hours in the presence of 80 pCi/ml of [L-35~]methionine, 

lysed and immunoprecipitated with rabbit anti- p-galactoside a-2,6-sialyltransferase antibodies 

under classical procedures The antisenun was purified on Gal-a-2,6-ST affinity column before use 

(44). 

Northern analysis : 

The cDNA encoding Rat p-galactoside a-2,6-sialyltransferase was a generous gift of 

J.C. Paulson. The 1.6 kbp insert of the plasmid pECE-ST3 (44) was labelled by nick translation 

according the method of Maniatis et al. (45). Extraction of RNAs and Northern blot experiments 

were realized under classicai procedures (45). 



RESULTS 

The cells used have been previously characterized (39 ; 40). Briefly, the FR3T3, 

FRneo and FRmyc harbor a normal fibroblast morphology : the cells are flat, largely adherent to 

the dish and show contact inhibition (fig. 1 page 100). Nevertheless, the FRmyc clone has a low 

but detectable cloning efficiency in agar (39). FRras are morphologically transformed consisting of 

small fusiform cells showing a criss-cross organization which form colonies in soft agar (40). 

FRmyc+ras were highly transformed, rounded and poorly adherent to the dish (fig. 1 page 100). 

These last cells exhibited a high cloning efficiency in soft agar (S. Mousset et al., personnal 

communication). 

Sialyltransferases assays : 

The degree of transformation of FR3T3 cells obtained by the action of different . 

oncogenes is a useful biological tool to evaluate the impact of oncogene expression on 

glycosyltransferases activity. Different sialyltransferases vary in their activity according to the type 

of glycan acceptors. Fetuin avoids three tri-antennary complex type chains or three O-linked chains 

(Nilsson, 1979). Asialo-fetuin (ASFET) may therefore serve as an acceptor for the different 

sialyltransferases acting either on N- and O-linked chains of glycoproteins. In a first round of 

experiments, the global activity of sialyltransferases was deterrnined in cellular extracts (fig. 2 page 

101). The kinetics of sialyltransferase activities on this acceptor (fig. 3A page 102) did not reveal 

obvious modifications of activity between the different cells used. In contrast, kinetics assays on 

asialo-orosomucoid (ASOR) which contains only N-linked glycans, five tri- and tetra-antennary 

complex type chains (fig.2 page 101), showed a meaningful increase exclusively in 

transformed cells (fig.3B page 102). The apparent capacity of the different cellular homogenates to 

transfer NeuSAc ont0 ASOR and ASFET glycoproteins is expressed as average values in Table 1 

(page 103) Whereas the capacity of transfer on ASFET is virtually identical in al1 the cellular 

extracts, there is a striking difference between rn transformed cells and normal cells when we used 

ASOR which contains exclusively N-acetyllactosaminic structures. These results suggest that the 

activity of enzymes implicated in N-linked glycans sialylation is increased in a transformed cells. 



m u r e  i. : Morphological appearance of normal and transformed Rat fibroblast 

cells. Phase-contrast microscopy of cells in culture representing : FR 3T3 (A), FR neo (B), 

FRmyc (C), FRTas (D), FR myc+ras (E), FRsrc O, FRmT (G) and FRBPVl (H). (Magnification 

X 640). 



Figure 2 : glycans structures used as acceptors for sialyltransferases assays. 

1:biantennaxy glycan of asialo-serotransfemn glycopeptides (ASSTFgp) (36 ; 2: and 3: m- and 

tetra-antennary glycans of asialo-orosomucoid (ASOR) (55); 4: tri-antennary glycan of 

asido-fetuin (ASFET) (56); O-linked glycan of ASFET (56); 6: monoantennary glycans (35). 
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T h e  (h) 

: Kinetics of sialyltransferases activity in FR3T3 cells and its ure 3 

transformed derivatives using ASFET (a) and ASOR (b) as acceptor. 

Cellular extracts of cells were incubated in cacodylate buffer pH 6.5 at 37OC in the presence of 

acceptor at a concentration calculated to obtain 2mM of terminal galactose residues. Aliquot 

fractions were taken off from the incubation mixture at various times, precipitated with 1 ml of 

wolframophosphoric acid at 5% in HCl ZN and processed as described in "experimental 

procedures" section. the proteins were precipitated, ftltrated, rinsed and dned before quantification 

of the radioactivity. The capacity of transfer of the cellular homogenates is expressed in nmol of 

NeuSAdrng of protein. 0, FR3T3 ; ., FRneo ; O, FRmyc ; @, FRras ; A, FRmyccras. 



Table 1 : Sialyltransferase activity measured in cellular homogenates of FR3T3 

cells and its transformed derivatives using asialo-glycoproteins as acceptors, 

respectively ASFET and ASOR containing 2 mM of Ga1 terminal. Transfer capacity of 

the different ce11 lines toward both acceptors is expressed in nmol of Neu5Ac transferred per mg of 

proteins contained in the cellular homogenates and per hour as an average value of two 

expenments. 

CELLS nmol NeuSAc / mg . h 

ASFET ASOR 

FR3T3 

FRneo 

FRmyc 

FRras 

FRmyc+ras 

FRsrc 

FRBPVl 

FRmT 
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In order to determine whether the modulation of the specificity of these 

sialyltransferases activity for N-linked glycans can explain this variation, we determined the 

apparent Km and Vm with variable concentration of glycopeptides of asialo-serotransfenin 

(ASSTFgp) containing exclusively biantennary glycans (fig.2 page 101). As indicated in fig.4 page 

105, transformed cells showed that both the apparent Km and the Vm values Vary : the apparent 

Km was 3 fold lower and the Vm around 5 fold higher when compared with those of 

non-transformed cells. The apparent capacity of the different homogenates to transfer Neu5Ac on 

ASSTFgp was expressed as the ratio VmKm in Table II page 106. FRras and FRmyc+ras 

exhibited the sarne increase of activity. 

Two enzymes are cornrnonly described to catalyze the transfer of sialic acid to 

N-linked glycans : the P-galactoside-a-2,6- and the P-galactoside-a-2,3-sialyltransferases. To 

compare both activities, we chose a monoantennary oligosaccharide as acceptors of 

sialyltransferases (fig. 2 page 101). After a 6 hours incubation of cellular extracts with this 

mono-antenary oligosaccharide we separated the two products of the reaction which differ in the 

linkage of sialic acid (NeuSAc(a2-6)Gal-R and NeuSAc(a2-3)Gal-R) by descending paper 

chromatography. The experiment was done on the three ce11 lines FR3T3, FRras and FRmyc+ras. 

Figure 5 (page 107) shows the results obtained with FR3T3 and FRras. The profile obtahed with 

FRmyc+ras was similar to that obtained with FRras (Data not shown). It c o n f i  that the capacity 

of transfer of Neu5Ac on N-Acetyllactosarnine type glycans is obviously increased in FRras and 

FRmyc+ras. On the other hand, the ratio between the activities of both sialyltransferases are clearly 

different. Effectively, the ratio of activities of Gal-a-2,6-ST / Gal-a-2,3-ST is 0.3 for FR3T3 cells 

and 7.1 for FRras and FRmyc+ras. Al1 these results confirmed that the transformation of the 

FR3T3 by either rn or w + m  induce an increase of the activity of the Gal-a-2,6-ST whereas the 

Gal-a-2,3-ST is not greatly affected. 

Zncrease of the activity of Gal-a-2,6-ST in ru-transformed FR3T3 cells correlate 

with the increase of NeuAc(a2-6)Gal- sequence on membrane ce11 glycoproteins. 

In order to determine if the differential activity of Gal-a2,6-ST and Gal-a2,3-ST in 

FR3T3 transformed by the oncogene induces modifications of the sialylation of membrane 

glycoproteins, Sambucus nigra agglutinin (SNA) was used. SNA recognizes the 

NeuSAc(a2-6)Gd sequence with 50- 100-fold higher affinity than the NeuSAc(a2-3)Gal sequence 



re 4 : Influence of asialo-serotransferrin glycopeptide (ASSTFgp) 

concentration of cellular homogenates of FR3T3 cells and its transformed 

derivatives. Incubation was performed in cacodylate buffer pH6.5 at 37OC for 4 hours with 

variable concentrations of ASSTFgp. The reaction was stopped by boiling for 10 min and the 

samples were processed as described in "Experimental procedures", The values are expressed in 

nmol of NeuSAcImg of protein. Vm and apparent Km values, summarized in Table II, were 

detemiined by analysis of double reciprocal 1/V vs 11s plot. 0, FR3n ; H, FRneo ; CI, FRmyc ; 



Table _l[I : Kinetics parameters of sialyltransferase activity measured in cellular 

homogenates of FR3T3 cells and its transformed derivatives using ASSTFgp as 

acceptor. Values of apparent Km and Vm were obtained by analysis of double reciprocal plots of 

data shown in Fig.4. 

CELLS Km h W  Vm (nmol / mg. h) Vm 1 Km 



2 
peak 1 + ras I 

Eigure 5 : Descending paper chromatography profiles of the [ 1 4 C ] - N e u ~ ~ c  

labelled mono-antennary oligosaccharides. 

The [14C]-sialylated oligosaccharides were obtained by incubation of FR3T3 and FRras cellular 

homogenates in cacodylate buffer pH6.5 at 37OC for 6 hours with 2mM of 

Gal(~l-4)GlcNAc(~l-2)Man(al-6)Man(~l-4)GlcNAc (See expenmental procedures for details). 

Peak 1 corresponds to the Neu5Ac(a2-6)Gal(~l-4)GlcNAc(~l-2)Man(al-6)Man(~l-4)GlcNAc 

and Peak 2 to the NeuSAc(a2-3)Gal(p 1-4)GlcNAc(p 1 -2)Man(al-6)Man(p 1 -4)GlcNAc . 

0, FR3T3 ; H, FRras. 
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(46) and was a very useful and sharp tool to look at differential activity. SNA-FITC revealed a 

striking increase of fluorescence on cell membrane of cells transformed by ~ês as well as =+a 

whereas this fluorescence was weak in FR3T3 and in other cells lines exibiting a normal activity of 

Gd-a2,6-ST (figure 6 page 109 and data not shown). Furthermore, western blotting experiments 

performed with SNA-1251 showed an increase of the labelled membrane glycoproteins (data not 

shown). These results largely confirm our in vitro observations on the increased Gal-a2,6-ST 

activity : the signal obtained with SNA-FITC in imrnunofluorescence experiments performed on 

a-transformed versus normal cells is very strong. Indeed, there is almost no signal in control 

cells. This difference is bigger than the difference seen during the measurement of Gd-a-2,6-ST 

activity (see the discussion section). 

No correlation between the transformed phenotype and the Gal-a-2,6-ST activity. 

Then, we addressed the question whether this phenomenon could be correlated with 

the transformed phenotype of the various FR3T3 cells. We have tested the Gd-a-2,6-ST activity 

of FR3T3 transformed by other transfonning oncogenes as v-src, BPVl or Polyoma middle T. 

Surprisingly, we didn't find any differences in activity from these transformed cells for ASOR as 

acceptor suggesting that the Gd-a-2,6-ST activity was not elevated in these cells (Table 1 page 

103). So, we could demonstrate that, in this cellular system, c-Ha-ras but not v-mvc. v-src, BPVl 

and mT, induced an increase in Gal-a-2,6-ST activity which is not therfore a transformation 

lnduced phenomenon but the consequence of the biochemical activity of activated c-Ha-ras in these 

cells. 

Nevertheless, the possibility remained that, in the particular clone of FRras used, the 

Gd-a-2,6-ST activity was elevated for a reason independant of the action of a. Thus, we have 

tested several independent clones of FR3T3 transformed by the human c-Ha-ras ( m l ,  2 and 3 

in ref 40) which exhibit no significative differences in the expression of the ras-encoded p21. 

These clones displayed the same increased activity as the original FRras used (FREJ4 in ref 40) 

(data not shown). Furthermore, the FRmyc+ras have the same increased Gd-a-2,6-ST activity as 

our original FRras but derive from another FRmyc clone which was super-transformed by the 

addition of c-Ha-ras (see "experimental procedures"). Consequently, we can assume that the 

increase of Gd-a-2,6-ST is a specific effect of the expression of the p2lras oncoprotein. 



Fig.ure 6 : Detection of NeuSAc(a2-6)Gal sequence on the cell surface of FR3T3 

(A), FRras (B) and FRmyc+ras (C) cells. Cells were fixed and incubated with 

SNA-FITC, lectin specific for binding on NeuAc(a2-6)Gal sequences. The photographs indicate 

an meaningfull surface fluorescence on m-transformed cells (B and C) whereas the signal is very 

weak in FR3T3 celis (A). 



The increased Gal-a2,6-ST activity correlates with an higher amount of 

Gal-a2,6-ST protein linked to an increase of the steady state level of the 

correspondent mRNA. 

We chose two strategies to determine if the level of the expression of the Gal-a2,6-ST 

enzyme in these cells correlated with the results obtained in enzymatic assays. In a fmt  round of 

expenments, we tested the arnount of the enzyme using Rabbit anti-Gal-a-2,6-ST antibodies 4 

secondly, we studied by northern blot the mRNAs encoding Gal-a-2,6-ST. 

The presence of the enzyme was monitored by immunofluorescence with rabbit 

anti-Gal-a-2,6-ST antibodies on permeabilised cells and is presented on the figure 7 page 11 1. We 

can detect a sharp pennuclear cytoplasrnic signal in rac~ transformed ce11 (FRras and FRmyc+ras) 

and a low signal in FR3T3. 

The level of the expression of the enzyme was also determined by 

immunoprecipitation using the same antibodies with L - [ ~ ~ s I  methionine labeled FR3T3 and 

FRmyc+ras cells. The results of the immunoprecipitation are shown in fig.8 page 112. We can see 

a 44 kDa band which fits with the known size of Gal-a-2,6-ST (48). The signal we observed was, 

as expected after the immunofluorescence study, more strong in FRmyc+ras when compared with 

FR3T3. It became obvious, that the enzyme was present in higher quantities in rn transformed 

cells compared with FR3T3 cells. Thus, the increased Gal-a2,6-ST activity observed in 

ras-transformed FR3T3 may be attributed, at least in part, to an elevation of the number of enzyme 

molecules present in the cells. 

The increased Gal-a-2,6-ST level may be explained by an increased level of 

Gal-a-2,6-ST encoding mRNA or eventually by a regulation of protein synthesis or turnover, To 

address this question we tried to visualize the mRNA corresponding to Gal-a-2,6-ST. A northern 

blot performed with total RNA from FR3T3, FRras and FRmyc+ras was hybridized with a 

Gal-a-2,6-ST cDNA probe (48). A mRNA species with the expected size of 4.7 kb was detected 

only in ras-transforme8 FR3T3 cells with a signal intensity slightly higher in FRmyc+ras than in 

FRras. The signal was extremely low, but detectable, in FR3T3 or FRneo (fig.9 page 113) and 

data not shown). To c o n f m  the specificity of the signal , we tried to detect the G d  a2,6 ST 

-- mRNA in Rat liver RNA preparation where the Gal-a-2,6-ST activity is known io  be high;i\s 

expected, we detected a band at the same size than in the various FR3T3 cells we used. These 



Figure 7 : Detection and localization of Gal-a-2,6-ST by immunofluorescence in 

fibroblast cells FR3T3 (A), FRras (B) and FRmyc+ras cells (C). Cells were 

permeabilized and incubated with Rabbit polyclonal antibodies anti- Gal-a-2,6-ST ( s e m  diluted 

1 : 200). Magnification (X 640). 



Fipure 8 : Immunoprecipitation of [3sS]-labelled Gal-a-2,6-ST protein from 

normal cells FR 3T3 and u t r a n s f o r m e d  cells FRras. Antibodies and immune 

complexes were adsorbed to protein-A Sepharose, collected by centrifugation, solubilized with gel 

sample buffer, and subjected to SDS-Gel electrophoresis. The [35S]-labelled Gal-a-2,6-ST 

protein was detected by autoradiography. Additionna1 details are given under "experimental 

procedures". The result shows an large increase of the quantity of this protein in ras-transformed 

cells (lane B) compared with normal cells FR3T3 (lane A). 



Fieure 9 : The ST3 cDNA probe hybridizes to a single fibroblast cells mRNA of 

4.7 Kbp highly expressed in mtransformed cells (FRras). Northern blot analysis of 

total RNA probed with nick-translation ST3, 1.6kb cDNA containing the complete coding 

Gal-a-2,6-ST sequence, reveals a single hybridation band corresponding to an mRNA of 

approximatively 4.7 kb in RNA of the liver (A), FRras (B), FRmyc+ras (C) and a very weak 

signal with FR3T3 @). 



results, confirm that the increase in protein level correlates with an increase in the accumulation of 

the coxresponding mRNA probably due to an increase in the transcription. 

DISCUSSION 

In this report, we describe that Rat fibroblasts (FR3T3) transformed by ç-Ha-ras 

showe a striking increase in Gal-a-2,6-ST activity, which, at least in part, appears to be due to an 

augmentation in enzyme level. Two essential observations have been made. First, the effect is 

induced by the c-Ha-ras oncogene but not by the other transforming oncogenes tested. Second, the 

increase of the Gal-a2,6-ST activity has a dramatic impact on cell surface sialylation. 

Results obtained fiom the apparent capacity of transfer of sialic acid, using different 

concentration of biantennary glycans of asialo-serotransfemn (Table II) suggest that the differences 

observed in the apparent Vm values, among al1 the ce11 types, are most likely due to an increase of 

the nurnber of active molecules (sialyltransferases), specific of N-glycans type, in L ~ S  transformed 

cells. Likewise, The variation of Km could be probably due to a change in the ratio of the enzymes, 

Gal-a2,6-ST and Gal-a2,3-ST. We know that ASSTF is a best acceptor for the Gal-a2,6-ST than 

for the Gal-a2,3-ST (57 ; 58 ; 59). If the apparent Km decrease in m-transformed cells, that 

means an increase of affinity for the substrat ; so we deduced a probable increase of Gal-d,6-ST 

activity. These deductions have been confmed, fmtly by using mono-antennary glycans (fig. 5) 

which permit us to indentify an increase of activity of this sialyltransferase, and then by 

immuno-precipitation and Northern blot, we confirmed an increase of the expression of the 

Gal-a2,6-ST in m-transforrned cells (FRras and FRmyc+ras). 

The modification of the ratio of sialyltransferases in m-transformed versus normal 

FR3T3 cells and, particularly Gal-a-2,6-ST and Gal-a-2,3-ST induces a modification of ce11 

surface sialylation. These results correlate with recent studies (49 ; 50 ; 44) which show that the 

regulation of the biosynthesis of terminal glycosylation depends on the regulation of the expression 

of these enzymes and, more specifically, in our case, of those responsible of sialylation. 

Nevertheless, using SNA-FITC, we observe a large difference in ce11 surface sialylation, between 

transfonned and control cells. The difference observed with this technique seems higher than that 

observed with other biochemical parameters, i.e, activity , protein and mRNA qumtitations. A 

precise quantitation of these differences is difficult since experimental conditions are very different 



and not directly comparable. The differences due to the fact that measurement of activity was 

carried out in vitro whereas cellular sialylation is an in vivo observation. In this latter case, the 

intra-cellular environment may regulate sialyltransferase activity which can be different h m  the in 

vitro activity tested in our assays. Indeed, competition for substrates and interactions between 

glycosyltransferases may play an important role which may account for the dramatic increase of 

NeuSAc(cr2-6)Gal sequence we see on glycoproteins of cell membrane. 

Surprisingly the phenomenon we observed seems restricted to the oncogene. 

Indeed, with the other oncogenes tested (v-mvc, v-src, polyoma middle T and BPV1) we did not 

see any enhancement of Gal-a-2,BST activity. Furthermore, we have detected no difference in the 

cell membrane sialylation pattern, after visualization by SNA-FlTC, in cells transformed with these 

genes when compared to control cells (FRneo or FR3T3). This result showed that the increase of 

Gd-a2,6-ST level is not correlated with ce11 transformation but was induced specifically by the 

c-Ha-ras oncogene. This was not expected since numerous reports have associated modifications 

of ce11 surface glycoconjugates, such as multi-antenarisation to the transformed phenotype of the 

ce11 but not to the biochemical action of the transforming oncogene. The ç-Ha-ru oncogene can 

induce a modification of glycosyltransferase expression. Bolscher et al. (32) have recently 

descnbed glycosylation modifications in W 3 T 3  cells transiently transfected by this oncogene. 

Moreover, these alterations were present before the apparition of the transformed phenotype, 

suggesting that the p21ras may induce transformation by modulation glycosylation mechanisms. 

Bolscher et al. also propose that the modifications of glycosylation are not a direct consequence of 

transformation. This observation, although obtained in a different system, fit well with our results. 

The Gal-a-2,6-ST have been cloned by Weinstein et al. (48) (EC 2.4 99 1). Much informations 

are actually described conceming the organisation of Gd-a-2,6-ST gene and its transcriptional 

regulation ( 5 1 ; 52), 

How does the m oncogene regulate the Gal-a-2,6-ST level in Rat fibroblast cells, 

such as FR3T3 3 The mechanism of action of the p21ras is always under scrutiny but p21ras is 

known to interfere with the inmcate pathways goveming cellular proliferation. lih~ activity is 

dependent on a correct anchonng of the protein in cell membrane via a lipidic anchor. Morereover, 

the normal p21ms is known to interact with the GAP protein to increase its GTPase activity. The 

. kays by which r a  may modulate Gal-a-2,6-ST level remain elusive but it is highly probable that . 

m acts in an indirect manner inducing a cascade of events leading to this increased enzyme 



activity. Some reports have shown that a is able to indirectly regulate gene expression, either 

positively or negatively, at the transcriptional level(53 ; 54). In our case, although we can see a 

clear increase of Gal-a-2,6-ST mRNA level we have no evidence suggesting whether regulate 

Gal-a-2,6-ST gene expression or its mRNA turnover. Work is in progress in our laboratory to test 

how a may achieve this regulation which leads to important physiological consequences for the 

cells. 
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Comme nous l'avons décrit dans ce mémoire, les fibroblastes de Rat FR3T3 transformés par 

l'oncogène c -Ha-a  révèlent une augmentation importante de l'activité Gal-a-2,6-ST qui, en partie, 

apparaît être liée à 1' augmentation de son expression. 

Deux points essentiels ont pu être relevés.Tout d'abord, l'effet observé est induit par l'oncogène 

c-Ha-ras. mais pas par d'autres oncogènes transformants. Ce phénomène n'est pas corrélé à la 

transformation cellulaire en terme général. Enfin, l'augmentation de l'activité de la Gal-a-2,6-ST 

induit une modification de la sialylation de surface cellulaire de manière évidente. 

Nous n'avons aucun doute sur l'identité de l'enzyme étudiée. Les résultats de toutes les 

expérimentations, tant en enzymologie qu'en biologie moléculaire et cellulaire, convergent vers la 

même observation : il existe une augmentation de l'activité et de l'expression de la Gal-a-2,6-ST 

dans les cellules transformées par l'oncogène ras m a s  et FRmyc+ras). 

La modification des proportions entre les différentes sialyltransférases présentes dans 1' 

appareil de Golgi de ces cellules et, plus particulièrement, de la Gal-a-2,6-ST et de la 

Gal-a-2,3-ST, induit inévitablement une modification du type de liaison de l'acide sialique sur les 

structures N-glycanniques des glycoconjugués de surface cellulaire, ceci, en faveur d'une 

augmentation des liaisons en a-2,6. Ces résultats sont en accord avec des travaux récents (Paulson 

et al., 1989a, 1989b, Colley et al., 1989, Lee et al., 1989) montrant que la régulation des 

sialyltransférases impliquées dans la glycosylation terminale des N-glycanes reposerait 

essentiellement sur une régulation de l'expression de ces enzymes.En effet, grâce à des études 

effectuées en fluorescence, nous observons une importante modification de sialylation de la surface 

cellulaire, entre les cellules normales et transfomées par a. 
Cette observation sur la cellule in vivo cornfirme bien les observations faites in vitro. 
La modEcation du type de sialylation de surface serait pourtant plus importante que l'augmentation 

de I'activité et du taux de ARNm de l'enzyme observée in vitro. Une quantification précise de ces 

différences semble assez difficile. Toutefois, ce phénomène apparaît clairement et se justifie par la 

simple observation faite par l'étude en fluorescence par la SNA-FITC des cellules in vivo. 
La sialylation de structures N-glycanniques dans des conditions physiologiques dépend de plusieurs 

facteurs, de la présence des accepteurs, mais aussi de la compétition avec d'autres enzymes 

présentes dans l'appareil de  Golgi (non étudiées dans le cas présent), telles que les 

fucosyltransférases et les galactosyltransférases ayant pour substrat les mêmes accepteurs que les 

sialyltranférases. Une diminution du "pool" des autres enzymes compétitrices pourrait 

éventuellement expliquer l'impact important de l'augmentation de la sialylation en a-2,6 de ]la 
- - 

surface ceHulaim. - 



L'autre observation intéressante est que ce phénomène est restreint à l'action de l'oncogène 

m. De plus des études menées en enzymologie et en fluorescence avec la SNA-FITC avec les 

autres cellules transformées telles que FRsrc, FRmyc, FRBPVl et FRrnT, ne montre pas 

d'augmentation de l'activité de l'enzyme, ni de modifications de sialylation de surface cellulaire. Ce 

phénomène n'est donc pas lié à la transformation. 

De nombreux travaux ont montré qu'un oncogène pouvait suffre pour transformer des cellules, et 

induire des modifications profondes de la glycosylation de surface cellulaire, telle qu' une 

augmentation de la proportion des glycannes tri- et tétra-antennés (Bolscher et al., 1988; Santer et 

al., 1989; Dennis et al., 1989). Ainsi Bolsher et al., (1988) ont récemment décrit que, lors de 

d'expériences de transfection "transciente" des fibroblastes de Souris NIH3T3 par l'oncogène 

c - H a - m  il apparaissait une modification de la glycosylation de surface cellulaire bien avant 

l'apparition du phénotype transformé. Cette observation permet de suggérer que les modifications 

de la glycosylation ne sont pas une conséquence directe de la transformation, mais bien d'un 

évènement précis apparaissant très tôt et, dans le cas présent, lié à l'action de la protéine p2lras. 

Cette observation, bien que faite sur un autre modèle cellulaire et dans un autre contexte, est en 

accord avec nos propres observations. 

Comment l'oncogène r a  peut-il réguler l'expression de la Gal-a-2,6-ST dans les fibroblastes de 

Rat ? Le mécanisme d'action de la p2lmS est encore peu connu, mais il est clair que cette protéine 

est impliquée dans les voies gouvernant la prolifération cellulaire. Par ailleurs, nous savons qu'elle 

est ancrée dans la membrane plasmique, ancrage nécessaire pour maintenir son activité GTPasique 

intrinsèque. Cette activité est considérablement réduite lors de l'activation de cet oncogène par 

certaines mutations. Il est probable que soit capable d'agir par le biais d'une cascade 

d'évènements et, dans le cas présent, l'un de ces évènements induirait une augmentation de 

l'expression de l'enzyme. Quelques travaux ont montré que a pouvait induire de manière indirecte 

une régulation transcriptionnelle (positive ou négative) de certains gènes (Wasylyk et al., 1988). 

Dans notre cas, il est difficile d'affirmer qu'il s'agit bien d'une régulation transcriptionnelle, bien 

que le taux d'ARNm soit augmenté. Ceci pourrait aussi s'expliquer par la diminution de son 

"turn-over" du fait d'une meilleure stabilisation. D'autres travaux sont nécessaires pour mieux 

comprendre ce phénomène. 





Les travaux présentés dans ce mémoire nous ont permis d'observer que la transformation 

de fibroblastes de Rat ou de Hamster par l'oncogène m, affecte les activités sialyltransférasiques 

spécifiques des N-glycannes ce qui, d'une façon générale, augmente leur activité. Nous avons plus 

particulièrement étudié ce phénomène au niveau de fibroblastes de Rat (FR3T3) transformés par 

l'oncogène m et par d'autres oncogènes. Il nous est apparu que, pour cette lignée cellulaire, cette 

augmentation d'activité était due, tout au moins en partie, à une augmentation de l'expression de la 
Gal-a-2,6-ST, sous l'action spécifique de l'oncogène m. Cette activation n'a pas été observée 

dans les cellules transformées par d'autres oncogènes. 

D'autres équipes ont montré que l'oncogène a pouvait, à lui seul, induire des modifications de la 

glycosylation de la surface cellulaire, se caractérisant par une augmentation de la sialylation 

(Bolscher et al, 1988). Selon ces auteurs, ce phénomène apparait environ 20 heures après 

l'expression de et avant toute manifestation du phénotype transformé. Ces travaux s'associent 

à nos résultats pour confirmer que la modification de la glycosylation est liée à un évènement 

précis, antérieur à la transformation cellulaire. 

Les travaux portant sur la conformation, ont permis de montrer que la structure tridimensionnelle 

des glycannes pouvait être modifiée en fonction de la sialylation. A ce titre, l'étude de la sialylation 

et des activités sialyltransférasiques des cellules transformées revêt un caractère tout particulier. Les 

cellules transformées présentent à leur surface des proportions élevées de glycannes tri- et 

tétra-antennés. A ce niveau, le degré de sialylation est d'autant plus important qu'il contribue au 

maintien de la conformation étalée du glycanne, conformation dite en "parapluie" qui, de part la 

surface importante qu'elle occupe, masque des parties importantes de la surface cellulaire. Du fait 

de cette configuration, les glycannes bi- m- et tétra-antennés fortement sialylés, contribuent à la 

diminution de l'immunogénicité des cellules tumorales leur permet tant d'échapper au système 

immunitaire. 

Nos résultats nous ont prouvé qu'il y avait, effectivement, dans tous les cas, une augmentation de 

la sialylation des N-glycannes de la surface, s'expliquant par une activation des activités 

N-glycosyl-sialy1transférasiques.D'autre pan, nous avons montré que la transformation 

s'accompagnait d'une multi-antennarisation. Nous n'avons pas effectué de tests de tumorigénicité, 

mais la capacité de clonage en agar de ces cellules ne laisse aucun doute en ce qui concerne leur 

tumorigénicité, voire leur pouvoir métastatique. Le masquage des sites antigéniques de la surface 

cellulaire est favorable à la diffusion métastatique de ces celllules. 

Au cours de ce travail, nous avons étudié, exclusivement, les activités 

sialyltransférasiques; il serait intéressant d'étudier d'autres glycosyltransférases, et notamment, la 

N-acétylglucosaminyltranférase V responsable de la multi-antennarisation. En effet, des résultats 

préliminaires obtenus par incubation des glycoprotéines membranaires des cellules transformées 

par l'oncogène a (FRras), en présence de la L-PHA (isoforme L de la phytohémoagglutinine) 

marquée à l'iode 1251,~ nous ont permis de caractériser une augmentation de l'antennarisation des 



N-glycannes au niveau de ces cellules. Il reste à comprendre comment l'oncogène rês induit une 

augmentation de l'expression de cette enzyme et, en particulier, pourquoi ce phénomène est 

spécifique à m. Ceci est d'un grand intérêt puisque l'on sait que est un oncogène activé dans 

de nombreux cancers humains (notamment l'oncogène Ki-= au niveau de tumeurs 

colorectales)(Santos et al., 1982 ; Parada et al., 1982 ; Hall et al., 1983 Der et al., 1983 ; Mc Coy 

et al., 1983 ; Forrester et al., 1987 ; Bos et al., 1987). Il serait intéressant de déterminer si ce 

phénomène peut être observé avec d'autres gènes de la famille a tels que Ki-rn et N - a .  

Par ailleurs, des travaux ont démontré que l'action de la p21ras activée pouvait être inhibée par 

micro-injection d'anticorps anti-p2lras. Cette inhibition s'accompagne d'une réversion du 

phénotype transformé. En utilisant une approche similaire, nous pourrions voir si, avec notre 

modèle cellulaire (FR3T3), l'activité sialyltransférasique Gd-a-2,6-ST est diminuée. Ces résultats 

nous permettraient de confiier que le phénomène est bien lié à l'expression de l'oncogène a. Par 

ailleurs, la transfection transitoire de cellules par des oncogènes est une technique intéressante, 

parce qu'elle permet de décrire l'apparition des différents évènements affectant la cellule dans le 

temps (Bolscher et al., 1988). Cette méthode nous permettrait, éventuellement, de déterminer 

directement le temps nécessaire pour que le produit de l'expression du gène induise 

l'augmentation de l'expression de la Gd-a-2,6-ST. 

Comme nous ne pouvons pas actuellement affirmer que transactive le gène de la Gd-a-2,6-ST, 

des études complémentaires seraient nécessaires pour pouvoir le confirmer. La séquence du 

promoteur de cette enzyme actuellement purifiée et clonée à partir de foie de Rat, a été 

récemmement déterminée par l'équipe de J.C. Paulson (Weinstein et al., 1987). Cette équipe 

travaille actuellement sur la régulation de cette enzyme et, dans le cadre d'une collaboration, se 

propose d'étudier notre modèle cellulaire (FR3T3), afin de déterminer si effectivement induit 
une augmentation transcxiptionnelle de l'enzyme. 

Si c'est effectivement le cas, il faudra démontrer comment la p21m parvient, en étant dénuée de 

capacité transactivatrice, à réguler l'activité du promoteur de la Gd-a-2,6-ST. Il semble raisonnable 

de penser que le produit de active, directement ou non, des transactivateurs effecteurs qui vont 
se fixer de façon spécifique sur des séquences déterminées, au niveau de certains promoteurs 

comme peut être celui de la Gd-a-2,6-ST. Ces facteurs vont alors activer I'ARN polymerase II et 

ainsi permettre une augmentation de la transcription du gène correspondant. A ce propos, nous 

savons que m peut indirectement activer l'oncogène iun qui est un transactivateur, et qui agit en 

hétérodimère avec -QS, autre activateur génique, pour se fixer sur des sites AP1 présents sur de 

nombreux promoteurs. 

Il est clair que yj1;s ne peut agir que par voie indirecte au niveau transcxiptionnel. Les "voies" qui 

permettent au message délivré par la p21m de se propager jusqu'au noyau ne sont pas défini et 

devront faire l'objet d'investigations plus approfondies. 
- - 
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l IL - CULTURIE CELLULAERE ET ANALYSES 
A. W U X  ET SOLUTIONS POUR LA CULTURE CEJ,LUJ,qIBE; 

On ajoute au milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco) préparé par lots 
de 101, du bicarbonate de sodium (2 g/l), 3 ml HC1 7,2 N (Merck) amenant le pH à 7,4, une 
ampoule de Gentamycine injectable (Gentalline Unilabo, 80 mg), 50 mg de Fungizone 
(Arnphotéricine B, Squibb), 1% des acides aminés non essentiels de Eagle (Eurobio MEM NA 00 
solution) et 10 mg de biotine (Sigma). Le milieu est stérilisé par filtration sur membrane Durapore 
(Millipore; 0,22 pm) et partagé en flacons de 1 1, conservés à 4OC. Au moment de l'utilisation, on 
ajoute 10 % (v:v) de sérum de veau fœtal (Fetal Calf Senun, Gibco) décomplémenté par chauffage à 

50°C pendant 45 min, pour obtenir le milieu de culture D 10 FCS. Entre chaque prélèvement, le 
*eu est conservé à 4OC. Les flacons entamés depuis plus de 15 jours sont éliminés. 

A 10 litres de Versène (EDTA 12,5 g NaCl 80 g KC12 g Na2HP04.12 H20 28,7 g K 2 m 4  

2g NaOH 1 N 10 ml H20 q.s.p. 10 1) stérile, on ajoute 10 g de trypsine (Difco 1/250), 10 ml d'une 

solution de NaOH 1 N stérile, 1 ampoule de Gentalline (Unilabo, 80 mg), 25 mg de Fungizone 

(Squibb) et 2 ml de solution aqueuse stérile de rouge de phénol à 1% (p:v). .La solution est stérilisée 
par filtration (voir ci-dessus) et partagée en flacons de 250 ml conservés à 4OC pendant un mois au 
maximum. 

Ii est préparé extemporanément en ajoutant 2 ml de sérum de veau fœtal et 1 ml de DMSO 
stérile à 7 ml de milieu D 10 FCS. 

Toutes les opérations sont réalisées stérilement sous la hotte à flux laminah. Les pipettes en 
verre utiiisées sont stériles et systématiquement flambées au bec Bunsen avant utilisation. 
milieux et solutions utilisées sont ~réchauffks à 37OC (bain-marie). 



L'ampoule est prélevée du container d'azote liquide et agitée vigoureusement dans yn bain 

l 
ouverte sous la hotte. Le contenu est aspiré à l'aide d'une pipette Pasteur et transféré dans un tu 

conique Falcon de 15 ml contenant 10 ml de milieu D 10 FCS. Le tube est centrifugé (800 rpm ; 

National Company 7341). 

2. ut i -e  1 

La boîte de Pétri à diviser est placée sous la hotte. Le milieu est asp- et le tapis celluia 
rincé par 5 ml de solution VT, aussitôt aspirée afin d'éviter le décollement. On ajoute alors 1 ml 

tapotant le bord de la boîte et reprises à la pipette dans du milieu de culture de manière à dispers 

au tiers est effectuée en reprenant la boîte-mère par 8 ml de milieu et en répartissant les 2 ml rés 

1 en 3 boîtes contenant chacune 7 ml de milieu ; le volume final dans chaque boîte est de 10 ml. 

3. P r o w o n  de cellules en masse 

Pour la production sur plastique, en flacon de 175 cm2 ou unité double-tray, on inocul 
généralement une boîte de Pétri de 100 mm dans un flacon et 2 à 4 flacons dans une unité. Dans ce 

cellulaire d'un double-tray, on sépare les deux plateaux en cassant la soudure qui les unit. Un 

pipettables. Les cellules sont récupérées par centrifugation (1000 rpm ; 5 min) et congelées à - 

4. - 
Le comptage des cellules après trypsinisation est effectué au compteur Coulter. Pour 

suspension est prélevé et placé dans une Accuvette contenant 9 ml-de solutio 

  en si on diluée. 



5. Congelatir>n d une souche . t 

Le contenu de deux à trois boîtes de Pétri de 100 mm (5 à 10.106 cellules, selon les cas) est 
trypsinisé. Les cellules sont rassemblées dans 10 ml de milieu à la pipette et centrifugées dans un 
tube conique Falcon (800 rpm ; 5 min). Le culot est resuspendu dans 2 ml du milieu de congélation 
et introduit dans une ampoule de verre. Le col de l'ampoule est scellé au microchalumeau et celle-ci 
est aussitdt placée dans la vapeur d'azote liquide. Le refroidissement ainsi obtenu est de -l°C/min. 
Au minimum 4 heures plus tard, i'ampoule peut être plongée dans l'azote liquide. 

6. Illiçroscoeie et ohotogra~hie des c m  

Les cultures cellulaires sont quotidiennement observées au microscope inversé afin de déceler 
d'éventuelles anomalies de la croissance ou des contaminations par des micro-organismes. Toute 
boîte de culture contenant des cellules à aspect maladif est systématiquement éliminée. 

Les cultures sont photographiées à des grossissements de 30x à lOOx (Microscope Zeiss 1 

35 ; boîtier à exposition automatique Contax ; pellicule Kodak T-Max 400 ASA ; révélateur et 
fixateur Kodak ; papier et réactifs de tirage Ilford Multigrade 3). 

Les photographies d'animaux porteurs de tumeurs sont effectuées à I'aide d'un ap---cil 

Pentax ME automatique sur pellicule Kodak Ektachrome 160 ASA Professional. 

C. W H N T O U E  D ANALYSE DES A m  M F m C E R S  (NORTHERN t 

BLOT) 

1. Extraction des A R N  

Les cellules sont lavées par du PBS puis centrifugées à 1500 rpm pendant 5 min, le culot est 
ensuite repris par 9 ml de tampon guanidium : guanidine thiocyanate 4,7M, acétate de sodium 
0,02M, sarcosynate de sodium 0,596, Tris-HC10,05M, 13 mercapto-éthanol0,lM (la solution est 
filtrée sur 0,22 pm et stockée à l'abri de la lumière). 
L'échantillon est broyé à l'ultraturax 3 fois 30 secondes. Le broyat est alors centrifugé pendant 20 
min à 10 000 rpm, le surnageant (comportant les ARNs) est récupéré. 

2. C e n t r i f u g a t i o n i n  de c e s u  . 
I 

Dans des tubes de SW4,2 ml de coussin de césium sont déposés (CsC15,7M, acétate de sodium 
0,ZM). L'échantil~on est coulé délicatement sur le coussin de césium puis centrifugé pendant 18 
heures h 27,000rpm à 18OC. Le culot est récupéré puis séché durant 15 min à I'air libre. Les ARNs 



' sont repris dans 600pi d'eau préalablement autoclavée à 140°C pendant 45 min, puis dissous 3 
50°C. Ils sont alors précipités avec 1/10 de volume d'acétate de Na 2M pH 5,5 et 2,5 volume 
d'éthanol et conservés à -70°C. 
Après centrifugation les ARNs sont quantifiés avec un spectrophotomètre à 260 nm. L'état de 

dégradation de ces ARNs est évalué sur minicuve d'agarose. 
? 

B 
t a. Electrophorèse- test 
B 
I 

&& Un gel d'agarose (Bio-Rad) il 1 % (p:v) est prépar6 dans du tampon borate 

1 extemporanément 3 partir d'une solution-mère concentrée 10 fois : HB03 137 g Tris 270 g EDTA 

1 24 g H20 q.s.p. 5 1, ajustée il pH 8.3 par addition d'HCl) contenant 1/20 00W de volume de 

[ solution il 10 mgmi de bromure d'éthidium. Le gel est coulé dans une mini-cuve et l'électrophorèse 

1 est réalisec dans le même tampon sous 100 V, pendant 30 min. 
La migration des fragments de restriction est visualisée sous rayonnement UV (360 nm) par 

ir b. 
Gel d'arrarose dénaturant 

1 La forniamide et le formaldéhyde sont préalablement désionisés. Le gel d'agarose en milieu 

1 dénaturant est pdpard dans les conditions suivantes : agarose 1,8 g, H20 109,2 g, MOPS 10X 

15mi, formaldéhyde 25,5d, (MOPS 10X : N-Morpholino propane sulfonic acide 10,O g ; Acétate 
de Na 2M 6.3 mi ; EDTA 0,5M 5,O ml, eau qsp 250 ml ; pH 7,O ; fdtrer sur 0,22pl). 
30 pg d'ARN sont repris dans 50 pl de tampon de dénaturation : formamide 500 pi; 
178 pi; MOPS 10X 100 pi; eau 222 pi. 
Les échantillons sont incubés pendant 5 min à 6g°C, le bleu de charge et le Bromure d'Ethidium 
sont ensuite ajoutes. La migration est réalisée dans un tampon MOPS 1X à 25 V à t e r n p e r a t u r e p  

1 Le gel est rincé il l'eau courante pendant une heure et le transfert est réalise dans les conditions 

1 suivantes en présence d'un tampon SSC 20X (citrate trisodique 0,3 M.NaCl3 M). 
- Deux bandes de papier Whatman 3MM, coupées à la largeur du gel, sont saNrCes en 

1 trempent dans le tampon. 



L'ensemble est surmonté d'un empilement de feuilles de papier-filtre, d'une plaque de plexiglass e 

fragments d'ADN vers la feuille de nitrocellulose. 

pendant 2 h. Le "blot" ainsi obtenu peut être hybridé. 

cOuDure 

éléctrophorèse préparative en gel d'agarose, extrait du gel et purifié, puis radiomarqué au 
comme suit : 

précurseur et on opère à 14OC, pendant 1 à 2 h. 
La réaction est stoppée par addition de 500 pl de tampon STE, puis l'ADN est sép 

on ajoute à l'éluat 40 pl d'HC16 N (neutralisation), puis 20 pl de la solution d'ADN entraîne 
1 "kit" réactionnel. Le volume est ajusté à 3 ml avec de l'eau. 

La radioactivité de la sonde est alors mesurée en plaçant 10 pl dans un tube auquel on ajoute 

150 pi d'eau, 50 pl d'ADN entraîneur et 1 ml du tampon PCA (Na4P2O7.l 

perchlorique concentré 200 ml H20 q.s.p. 1 1). Après 5 min à 20°C, l'échantillon est filtré (filtre 

fibre de verre préalablement mouillé avec de l'acide chlorhydrique à 0,l % et rincé à l'éthanol) ; 1 
filtre est rincé à l'éthanol e t  séché, puis introduit dans une fiole de comptage à 

liquide de scintillation (Ready - Safe, Beckman). 

. . ire 5. Jivbridation molécula 

Une étape de préhybridation avec du tampon seul est nécessaire afin 
fixation aspécifique de la sonde sur la feuille de nitrocellulose. Le t 

préhybridation et l'hybridation est préparé (10 ml) comme suit : 
pH 7 ; 0,5 ml SSC 20X ; 1,5 ml solution Denhardts (sérum albumine bovine, 4 %; Ficoll400 4 

polyvinylpyrrolidone 4 %) 1 ml d'ADN entraîneur en solution à 5 mg/ml et H2 



La feuhle de nitrocellulose est placée dans un sachet de cellophane.. Le tamp 
préhybridation est ajouté, puis le sachet est soudé et placé à 42OC pendant 30 min. La sonde est dors 
ajoutée à raison de 107 cpm par "blot", le sachet est soudé à nouveau et placé à 42OC pendant 24 à al., 

1 48 h. 

6. uoradio~rar>hie  

Le tampon contenant la sonde est récupéré en vue d'une réutilisation éventuelle et conservé à 

-20°C. Les "blots" sont ensuite lavés deux fois (50°C, 30 min) avec du tampon SSC 2x-SDS 0,l % , , . ': 
(premier lavage) et SSC 0,lx-SDS 0,l % (second lavage), séchés entre deux feuilles de 

4 

papier-fdtre, enveloppés dans une feuilie de cellophane et placés dans une cassette Kodak munie : 
d'écrans intensificateurs, au contact d'un film Kodak X-O Mat S. 

L'autoradiographie est réalisée à -70°C pendant 24 h à 1 semaine, puis les autoradiommmes rpi 
% 4 

sont révélés et fixés (réactifs Kodak). 
d f 

.- 3 

. . l . j \ l l a r ~ a b o l i a u e  des cellules w la méthi-q 

a Culture des celiules 
< .y , L 

Les cellules sont incubées pendant 15 minutes à 37OC en atmosphère humide sous 5 % de C% dans ' , r l  
. -J 

du milieu de culture MEM (Eagle) sans méthionine avec 5% de sérum de veau foetal préalablement , 3 ;:a 

dialysé. , -+i -3 
I, 

- 4 
b- 

-1 

Y .  

: ,-d 
> v ,y., 

r -L. - y;$ 
- Les boîtes sont rincées deux fois avec du milieu ne contenant pas de méthionine à raison de 5 ' - -;--$ 

. $4 - * 72 
ml pendant 1 mn à chaque fois. Les cellules sont ensuite incubées dans 3 ml du même milieu en , 

jL4 présence de 150 pCi L-(35 S) méthionine (AS 1000 Ci/mmole) pendant 2 heures. - -  pil + 
;jr: 

Les cellules sont lavies 3 fois puis reprises dans du PBS, di5collées par grattage et cenmnigees Zi * 

1500 rpm pendant 5 min. y 

Le culot cellulaire est lysé dans 1 ml de RIPA lx. ' : - $3 7 

8 3  

2. Jmmuno~réci~itatioq 

composition du TNE : 10 mM Tris pH 7.4 ; 150 mM NaCl ; 1 mM EDTA. 
Composition RlPA 1X : TNE 1X - Triton X 100 à 1 % - Déoxycholate de sodium à 0,5 % - SDS 



I 2 . 1  

0,l % - Trasylol 1 % (Aprotinin de Sigma). 
Le lysat est p r ~ c u b é  avec 50 pl de protéine A-sépharose à 10% dans du RIPA 1X de façon à - 

éliminer les interactions non-spécifiques, 5 pl de sérum sont ajoutés à 800 pl de surnageant 
a ' 1  

(100.000 g) et laissés en contact pendant une nuit à + 4OC. Ensuite, 50 pl de protéine A-sépharose à l 
50% dans du RIPA 1X sont additionnés et le tout maintenu sous agitation continue pendant 30 mn. 
L'immune-adsorbant est ensuite lavé 4 fois par resuspensions successives dans du : RIPA 1X ; 
RIPA lX/NaCl; RIPA 1XDNE (vlv); TNE. 
Après la dernière centrifugation, le culot d'immune-adsorbant est repris dans 60 pl du tampon 
suivant : Tris HC1 pH 6,8 50 mM, SDS 5% ; B-mercaptoethanol 10 % ; glycérol 10 % ; bleu de 
bromophénol 0.05 % puis bouilli pendant 5 mn, centrifugé, et le surnageant déposé sur gel de 

1 polyacrylamide et les protéines séparées par électrophorèse. 

1 .  

.,;-- ;:i;:;pi -;:bl 
L'électrophorèse a lieu pendant un;'&& $du$&& différence de potentiel de 60 Volts (voltage 
constant). Juste avant le démoulage, la migration est accélérée pendant 30 minutes à 20 milli- 
ampères (ampérage constant). 
Composition du tampon d'électrophorèse 
Glycine = 28,8 g ; Tris = 6,06 g ; SDS = 0,10 % final ; II20 qsp 2 1 

Après l'électrophorèse, le gel est déposé pendant une heure dans un bain de fixateur. Cette étape est 
suivie de deux bains de 30 minutes dans du DMSO puis d'un bain DMSO/PPO (226 g de PPû pour 
1 litre de DMSO) d'environ deux heures. L'excès de DMSOPPû est éliminé sous courant d' 
pendant plusieurs heures. Enfin, le gel est séché puis autoradi 

SURFACE CIELLULAIIRE 

A. U)ENTTFTCATTON DES GLYCOPROTETNES MEMBRANqZPES Pm 
PES Lwx'INES RADIO-MAROUEJ?& 

1- Wo-iodation des lectines . . 

Le marquage des lectines par 1'1251 est réalisé par la méthode à 1'Iodogen (1;3;4;6-tétrachloro 3% ,, - -  7 

6a-diphénylglycoluril, PIERCE) décrite par Fraker et Speck (1 97 8). 



Des tubes à hémolyse en verre sont tapissés par 100 mg d'Iodogen en solution dans le chloroforme 
à raison de 1 mg/ml, par évaporation du chloroforme sous un courant d'azote. Le marquage est 
effectué par addition de 2 jd d'IMS30 l251(5 mCiB  pl ; Amesham) à la solution de lectine (300 p l  

à 1 mg/ml dans du tampon PBS) placée dans le tube contenant l'Iodogen. La solution d'1251 
radioactive est alors ajoutée et le tube est placé dans la glace, sous agitation douce, pendant 15 

minutes. Les lectines marquées sont séparées de l'iode en excès par dessalage sur une colonne de 
Séphadex G25 équilibrée dans une solution de BSA à 1 % dans le PBS. 

l.&&&~Jgjation des Dr- .. . , . 

106 cellules environ sont mises en suspension dans 200 pl de tampon PBS, Triton XlOO la, 

PMSF 5 mM DTT 5 mM. La solubilisation des protéines membranaires est réalisée à 4'C pendant 
30 minutes sous agitation, puis la solution est centrifugée à 1500 rpm pendant 15 minutes. Un 
volume équivalent de tampon Tris/HCl 0,3 M pH 8,9 ; 5 % SDS ; $-mercapteéthanol ; 20 % 

glychl  contenant du bleu de bromophénol comme marqueur de migration est mélangé avec le 
surnageant. 

3.- des ~lvco~roteines en gel de DO 
, . lvacrvlamide en . . 

L'électrophorèse en gel polyacrylamide en présence de SDS est effectuée dans les conditions 
suivantes. Le gel de séparation est réalisé dans un gradient de concentration de 5 à 25 %, le gel de 
concentration étant à 5 %. Des témoins de masse moléculaires provenant de la firme Pharmacia 
"Low Molecular Weight Calibration Kit Proteins", composition et masse moléculaire : la 
phosphorylase b (94.000), l'albumine (67.000), l'ovalbumine (43.000), l'anhydrase carbonique 
(30.000), l'inhibiteur trypsique (20.100) et la lactalbumine (14.000). Les échantillons sont 
préalablement portés à ébullition pendant 5 minutes. 
Après l'électrophorèse, les protéines sont soit colorées par le bleu de Comassie, soit transférées sur 
feuille de nitrocellulose. 

I ~ e m a r i m  : le volume de charge des échantillons est determiné préalablement de façon à avoir la 
même quantité de protéines dans chaque puit ; pour cela la quantité de protéines de chaque 
homogénat est déterminée préalablement par la méthode de Bradford. 

. . 4. -on des glvco~roteines incubation avec les l e c t i ~  ,. 

s protéines-saarées par électrophorèse en PAGE-SDS, sont- - férées .p-. 
trotransfert sur une feuille de nitrocellulose dans du tampon Tris 25 mM, glycocolle 192mjU, 

\ 



pH 8,4 contenant 20 % de méthanol (VN) selon la méthode décrite par ToUran et ai. 1979. 

- 
L'électrotransfert est réalisé à 120 mA à 4OC pendant une nuit. 

I Après l'électrotransfert, la feuille de nitrocellulose et placée dans 20 ml de TBS à 0,05 % de 
20 et 107 cpm de lectine 1251. L'incubation est réalisée à température ambiante durant 2 heures sous l-' 

agitation lente. Ensuite, la réaction est bloquée par du TBS à 2 % de Tween 20 pendant 30 minutes. - 
La nitrocellulose est lavée 3 fois par du TBS 0,05 % de Tween 20 puis par du TBS. La feuille de . 

nitrocellulose est alors séchée et les bandes marquées soit visualisées par autoradiographie à -70°C . %  
pendant 24 heures en utilisant un film Kodak X AG-5. 

{. 
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B. F.TUDF.S DES MODIFICATIONS DE SIALYJlATION DE LA SUK&$fX .':( ', h 

E PAR DES J.ECT1NES MAROUEES A J,A FJ,UORESCF.INF; , 4  
. - 

MICROSCOPIE A FLUORESCENCE; 
1'9 

/ :% 
&.$ 
*'A 

1 . m y e  des l e c m  au FITC 

1 ml d'une solution de lectine à 2 mg/ml dans du carbonate de sodium 0,l M (pH 9) est mélangé il 
50 pl d'une solution d'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) solubilisé dans du diméthyl sulfoxide + 

(DMSO). Ces deux solutions sont préparées extemporanément. La réaction est réalisée à 4OC . 

pendant 8 heures sous agitation douce. La réaction est arrêtée par du NH4Cl 50 mM final et incubée 

pendant 2 heures à 4OC. Ensuite, du Xylène Cylard 0,l % et du glycérol5 % sont ajoutés de façon à 

stabiliser le produit. La FlTC libre est éliminée par plusieurs dialyses successives dans du PBS (3 
jours) à 4OC et à l'obscurité sous agitation continue. Le taux de couplage de FITC sur la lectine est 
estimé par mesure de l'absorbante à 495 nm et à 280 nm. Le rapport des absorbances doit être 
compris entre 0,3 et 1,O. 

2. v a r a u a u  des cellules oar la lectine-FITC 
I 

Des cellules sont incubées sur des lamelles de verre de 12 mm de diamètre préalablement ,: 
recouvertes de gélatine de façon à permettre une meilleure adhésion des cellules. A 50 % de 

-* - 

confluence, les cellules sont traitées par du paraformaldéhyde (PAF) à 4 % dans du PBS (permettant 
leur fvtation sur le support), 1 heure à température ambiante. Le PAF est ensuite éliminé et la 

I réaction est bloquée par du W C 1  pendant 30 minutes à température ambiante. Les cellules fixées 

sont ensuite incubées dans une solution de FITC-lectine 25 &ml dans du PBS seul, ou comprenant 
40 pg/ml d'orosomucoïde comme compétiteur. L'incubation est réalisée durant 30 minutes ii 1 
température ambiante. L'excès de FITC-lectine est éliminé par plusieurs lavages successifs avec du 

PBS. Les lamelles sont alors montées dans une goutte de solution de 15 % vin01 205 polyvinol 
alcool, 33 % glycérol, 0,l % d'azide de sodium dans 100 mM de Tris pH 8,s. L'observation est 
réalisée à l'aide d'un microscope à fluorescence (Microscope Zeiss IM 35 ; boîtier à exposition 
automatique contax ; les photographies sont prises par un appareil Pentax ME automatique ; 
@llicule Kodak'Trix 400 ASA révélateur et fixateur Kodak ; ~ a ~ i e r  de tirage Ilford Multigrade 3). 



1 III[I[ - DOSAGE DI61 ACTIIVIllPBS; ENZTtIMIATIQWES 
1 

Des glandes sous-maxillaires de porc; tissu très riche en hydroxylase, nous serviront de témoin à la 
réaction. Le tissu est haché en petits morceaux, puis ajouté dans du tampon Tris/HC150 mM pH 
7,4 de façon à obtenir un rapport de 1 mg de t i s s a  ml de tampon. Le tissu est ainsi broyé à 

l'ultraturax 4 fois pendant 30 secondes. Les homogénats sont alors ultracentrifugés pendant 1 heure 
à 120 000 g. Le surnageant, contenant I'hydroxylase, est soigneusement récupéré et stocké à - 70°C 
(Shaw et Schawer, 1988). Les cellules cultivées in vitro, sont lavées plusieurs fois au TBS, puis 
lysées dans du Tris/HCl pH 7,4 50 mM Triton X100, pMSF 0,l mM et aprotinine 0,001 %. 

I 

A 250 ml d'homogénat, sont ajoutés 2 pl de CMP-Neu5Ac (190 pmoles ; 50 mCi) et 25 pl d'un 

mélange de cofacteurs (NaOH 50 mM ; FeS04 10 mM ; Vitamine C 20 mM). L'incubation est 

ré* à 37OC. . . 3 . W o n  des acides suligues NeusAc et NeuSGs 

Les protéines de chaque aliquor de milieu réactionnel sont précipitées par l'addition de 4 volumes 
d'éthanol à 4OC. Après centrifugation, le surnageant est repris et évaporé sous vide à l'aide d'un 
speed vac. Le produit sec est repris par 50 pl d'HC1 0,l N permettant l'hydrolyse du 
CMP-NeuSAc. Le Neu5Ac et le Neu5Gc sont séparés par chromatographie descendante de partage 
sur papier Whatman NO3 dans du solvant M-butanoun-propanoI/HClO,l N dans les rapports 2/1/1 
pendant 20 heures. Le profil de migration est déterminé par la quantité de radioactivité comptée tous 
les cm (pour cela la bande de migration est découpée tous les cm et chaque morceau est immergé 
dans une dilution contenant du lipofluor). 

B.DOSAGE DES SIqLYLTRANSFER- 

1. -on des ho- cellulaires 

Des cellules sont cultivées à confluence, lavées 3 fois par du tampon Tris/HCl50 mM pH 7-4 
0,154 M (TBS) et sont décollées de la boite. La totalité des cellules est centrifugée à 1 500 g pe 
5 minutes et lavée deux fois dans du tampon cacodylate 50 mM/NaC10,154 M DH 6.5 (tam 



Les cellules sont homogénéisées dans du tampon cacodylate 50 mM pH 6,5 NaCl 0,154 h 

Xl00 1 % glycérol20 % à 4 OC. 
Les particules insolubles sont éliminées par centrifugation à 4OC pendant 15 minutes à 10 000 g. Le 

dosage des protéines est réalisé par la méthode de Bradford (Biorad). 

A 100 pl d'homogénat cellulaire sont ajoutés 100 pl d'un mélange de réactifs comprenant 8 pl de 
CMP-[14C]- Neu5Ac (soit 0,69 mmoles ; 4,4 105 ppm), 15 pl de CMP-NeuGAc froid 10 mM (30 
mmoles) ; 5 pl 2,3-déhydro-2deoxy-Neu5Ac 10 mM, 20 pl & galactose 2 M, 10 p l  du tampon A 10 
fois concentré, 20 pl d'une solution d'accepteur comportant 20 mM de galactose terminaux, et 32 pl 

Hfl. Le 2,3-déhydro-2-désoxy-Neu5Ac est un inhibiteur des neuraminidases à une concentration 

finale de 0,5 mM. Le galactose intervient comme inhibiteur des galactosidases susceptibles de 
dégrader l'accepteur et inhibe ces enzymes à une concentration finale de 0,2 M (Delannoy et al., 

1987). 
L'incubation est réalisée à 37OC. La réaction est arrêtée à 4OC. 

3.-on des acce~t- 

Les accepteurs glycoprotéiniques tels que l'asialofétine et l'asialo-orosomucoïde, sont obtenus après 
hydrolyse acide dans de l'acide chlorhydrique 0,l N à 80°C pendant 1 heure. La réaction est 
neutralisée par l'addition d'un 1/10 de volume de NaOH 1 N. La glycoprotéine est alors soumise à 
plusieurs dialyses contre de l'eau à 4OC sous agitation de façon à éliminer l'acide sialique libre. Le 
produit est ensuite lyophilisé puis analysé en CPG après méthanolyse (05W 24 H) et dérivation par 
triméthylsilylation, de façon à déterminer la quantité de galactose terminalelmg de protéine. La 
préparation de glycopeptides de l'asialosérotransfénine humaine se fait par une digestion 
pronasique. Les glycopeptides sont ensuite purifiés par chromatographie d'échange d'ions, puis par 
chromatographie d'affinité sur ConA-sépharose (qui retient spécifiquement les glycopeptides de 
type bi-antennés). 
La désialylation est réalisée par hydrolyse acide par de l'acide trifluoroacétique (TFA) 0,1 N à 80°C 
pendant 35 minutes. Le TFA est ensuite éliminé par évaporation sous vide et le Neu5Ac libre est 
éliminé par chromatographie d'échange d'ions sur Dowex 1x2 (200-400 mesch, Formate) suivie 
d'une gel-filtration sur colonne de Biogel P2 équilibré dans l'eau. Les oligosaccharides 
mono-antemés nous ont été gracieusement offerts par Gérard Strecker. 



' a - Accepteurs asialoglycoprotéiniques 

Les protéines du mélange réactionnel sont précipitées par de l'acide phosphotungstique 5 % dans de 
- I'HCl/2N, le précipité est filtré sur filtre de fibres de verre puis rincé 2 fois au TCA 5%, 2 fois par 

de l'eau puis par de l'éthanol. Les filtres sont séchés puis placés dans un pilulier contenant du 

lipoflua et la radioactivité est ., comptée à l'aide 
, .+- , .. , 

l ,; - s, 1 7'. 

? -',$:$<,- , ' 

b - Accepteurs glycopeptidiq~es 

Le mélange réactionnel est déposé sur du papier Whatman NO3 et la migration est réalisée par 

chromatographie descendante dans du solvant q.ridine/Acétate d'éthyleIAcide acétique/Eau dans les 

proportions 5/5/1/3 pendant 20 heures. 

Les glycopeptides (ne migrant pas) sont ainsi séparés du C M P [ ~ ~ C ] - N ~ U ~ A C  et du [14C]-Neu5Ac. 
Le papier Whatman est découpé au niveau des glycopeptides puis compté. 

c - Accepteurs oligosaccharidiques 
f 

Les fiactions du mélange réactionnel sont portées à ébullition pendant 10 minutes, permettant une 
- hydrolyse complète du CMP-Neu5Ac ainsi qu'une précipitation des protéines, puis sont 

centrifugées à 3 000 rpm pendant 5 minutes. Les surnageants sont déposés sur chromatographie 
: papier et les différents produits sont séparés par chromatographie descendante dans du solvant 

5/5/1/3 pendant 4 jours. 



Parmi les modifications du métabolisme cellulaire induites par la 
maligne, l'une des plus marquantes est l'altération de la glycosyladion I 
glycoconjugués de la surface cellulaire qui se caractérise par une 
glycannes des glycolipides et une augmentation de la taille des gly 
N-glycosylprotéines, liée B une multi-antennarisation et B une hypersialyIation de ces 
structures. Ces réarrangements structuraux sont liés à une dysrégulation des activités 

l 
glycosyltransférasiques. 

Afin de définir les raisons de ces modifications structurales et, en particulier de 
l'hypersialylation, nous nous sommes intéressés aux sialyltransférases, spécifiques 
des N-glycosylprotéines. 9 

Nous avons utilisé comme modèle cellulaire des fibroblastes de rein de Hamster 
(BHK) transformés par l'oncog&ne 
transformés par différents oncogbes parmi lesquels L'oncogène m. Nous avons 
montré que la transformation cellulaire par l'oncogène 
augmentation des activités sialytransférasiques, et en particulier, celle de la 
Gal-alpha-2,6-sialyltransférase dans les FR3T3. Nous avons caracterise l 
l'expression de cette enzyme d'une part, par cyto-immunofluorescence et par 
immunoprécipitation en utilisant des anticorps spécifiques de cette transférase et, 

~ 
d'autre part, au niveau transcriptionnel en utilisant une sonde d'ADN 
compl6mentaire de l'ARNm. Les résultats obtenus nous ont permis de conclure que ~ ~ y ~ ~ r ~ ~ ~  

l'augmentation de l'activité enzymatique observée était la conséquence d'un ~;k,fl . 
accroissement de l'expression de l'enzyme. Celle-ci se traduit par une 
hypersialylation qui se manifeste par une augmentation du nombre des séquences 
NeuSAc(alpha2-6)Gal à la surface des cellules, augmentation mise en évidence 
l'agglutinine de Sambucus nigra (SNA) spécifique de ce motif structural. 

MOTS CLES : 
Transformation cellulaire - Fibroblastes - Oncogène - Sialyltransférases 
Gal-alphG6-sialyltransférase - Sambucus nîgra agglutinine (SNA) - 
Cyto-immunofluorescence - Imrnunoprécipitation. 


