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Introduction

Les cellules eucaryotes sont hérissées de structures glycanniques
nombreuses et variées, enracinées dans la membrane cytoplasmique par
I'intermédiaire de protéines et de lipides.

Dans le cas des cellules animales, ces glycoprotéines et glycolipides
subissent de profondes modifications au cours de phénoménes
biologiques naturels ou pathologiques comme I'embryogenése ou la
cancérisation.

Ces perturbations structurales sont provoquées par des
modifications de 1'équilibre entre les activités glycosyltransférasiques et
glycosidasiques impliquées de prés ou de loin dans le métabolisme des

glycannes.

L'objectif de notre travail concerne l'étude de modifications
éventuelles de ces glycoconjugués membranaires au cours du principal
événement biologique vécu par la cellule : le cycle mitotique. Autrement
dit, existe-t-il une régulation du métabolisme des glycoprotéines
associée a chacune des phases du cycle cellulaire ?

De plus, sachant que, lors de la comparaison de cellules
transformées et de cellules normales, ces derniéres sont cultivées &
confluence (pour en obtenir de grandes quantités), il est possible que
les différences de glycosylation enregistrées proviennent plutot de la
comparaison de cellules au repos (cellules normales) & des cellules en
croissance trés active (cellules transformées). Ainsi, Glick et Buck
(1973) ont montré que les glycopeptides exprimés a la surface cellulaire
durant la métaphase sont similaires & ceux exprimés aprés transfor-

mation virale. Notre étude pourrait nous permettre de savoir si les

différences observées proviennent bien de la transformation cellulaire.
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Aprés avoir résumé l'état actuel de nos connaissances sur le cycle
cellulaire puis sur les glycoconjugués membranaires, nous décrirons les
méthodes de synchronisation cellulaire que nous avons choisis'd'utiliser,
le protocole de fractionnement des glycopeptides membranaires avec, en
particulier, la mise au point d'une technique de fractionnement par
Chromatographie Liquide a Haute Performance d'affinité sur lectines
immobilisées, pour finalement exposer les résultats que nous avons
obtenus par l'analyse des glycopeptides membranaires de populations

cellulaires enrichies en chacune des phases du cycle mitotique.

Ces travaux ont fait l'objet des communications et de la publication

suivantes :

XVIileme Forum des jeunes chercheurs de Tours (3-6 Sept. 91).
F. Delannoy, M. Collyn-d'Hooghe, H. Debray et J. Montreuil.
"Modifications de la structure des glycoprotéines a 1la surface de
fibroblastes en fonction des phases du cycle cellulaire."
Regard sur la Biochimie, Aoat 1991, n°5.

XIXeéme Forum des jeunes chercheurs de Caen (7-10 Juil. 92).
F. Delannoy, M. Collyn-d'Hooghe, H. Debray et J. Montreuil.
"Modifications de la structure des glycannes des glycoprotéines a la
surface de fibroblastes normaux et transformés en fonction des phases
du cycle cellulaire."
Regard sur la Biochimie, Juillet 1992, n°3.

F. Delannoy, J. Montreuil and H. Debray.

"High-Performance Liquid Affinity Chromatography with Concanavalin A,
Lens culinaris agglutinin and Sambucus nigra agglutinin bounded silica"
(En préparation).
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LE CYCLE CELLULAIRE

La capacité de croitre et de se reproduire est une fonction
fondamentale dont dépend la survie de toute espéce cellulaire.

Les organismes pluricellulaires se forment a la suite de séquences
complexes de divisions, ponctuées périodiquement par la fusion des
cellules sexuelles. Un animal ou un végétal supérieur parvenu &
maturité voit sa division cellulaire persister. Elle reste, en effet, un
moyen de compenser les pertes de substances liées aux dégradations,
naturelles ou non, ou aux agressions subies par les tissus. De plus,
elle intervient dans le fonctionnement du systéme immunitaire et dans
bien d'autres phénoménes physiologiques. Si sa croissance est
perturbée, la cellule meurt ou, inversement, elle se développe
anarchiquement et induit un cancer. La multiplication cellulaire est donc
un des phénoménes primordiaux de toute forme vivante.

La vitesse des divisions varie suivant les types cellulaires étudiés.
Ainsi, chez 1'Homme, les précurseurs des hématies dans la moelle
osseuse doivent se diviser trés rapidement (2 ,5.106 cellules nouvelles
par seconde), alors que les neurones matures ne se divisent
naturellement pas, le stock étant établi deés la naissance. D'autres
tissus, comme le foie, les reins ou les poumons, possédent des cellules
qui présentent des temps de division intermédiaires. Ces cellules ne
sont pas toujours en croissance et peuvent vivre sans se multiplier :
elles sont dites quiescentes ou au repos.

Lors de la réversion de cet état de repos, s'accomplit une série
d'étapes capitales pour la cellule, en commengant par la croissance de
cette derniére, ce qui correspond a une augmentation quantitative et
coordonnée des milliers de types moléculaires différents qui participent

a la structure ou & la fonction de cette cellule, pour se terminer par la
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séparation du cytoplasme et des chromosomes entre deux cellules-filles
au cours de la division cellulaire.

Le temps de division des cellules est représenté par "l'horloge
mitotique" ou "cycle cellulaire".

Aprés avoir briévement rappelé des notions fondamentales
caractérisant la division cellulaire, en nous limitant au cycle mitotique,
nous effectuerons une courte revue sur quelques méthodes d'obtention

de populations cellulaires synchrones.

I. LE CYCLE MITOTIQUE DES CELLULES EUCARYOTES

Les différentes études sur la reproduction cellulaire ont toutes
convergé vers une représentation sous forme de cycle au cours duquel
alternent croissance et division (Howard et Pele, 1951). La cellule se
développe en suivant un processus continu entre deux divisions
cellulaires, durant l'interphase, pour se diviser ensuite et donner deux
cellules-filles qui se multiplient & leur tour, la population cellulaire
étant ainsi en croissance exponentielle. Celle-ci est exprimée par le
temps de doublement qui est défini par le temps nécessaire pour doubler
le poids d'un tissu donné.

La répartition des divers composants cellulaires s'effectue de
maniére empirique : s'il existe beaucoup de copies d'un type particulier
d'organite ou de molécule, il suffit que le nombre de copies soit
approximativement doublé au cours d'un cycle et que les cellules-filles
en regoivent des parts a peu prés égales. Il existe cependant au moins
une exception évidente : I'ADN doit toujours étre exactement "dupliqué"

et réparti précisément entre les deux cellules filles. Ce processus

requiert des mécanismes bien particuliers. Aussi, lorsque l'on considére
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le cycle cellulaire, il est parfois commode de faire la distinction entre

"cycle chromosomique" et "cycle cytoplasmique" qui se déroulent en

paralléle. Ces deux phénoménes nécessitent une duplication précise et

une transmission fidéle du centrosome pour permettre l'organisation des

deux péles du fuseau mitotique, ce "cycle du centrosome" pouvant étre

considéré comme une troisiéme composante du cycle cellulaire (Robbins
et al., 1968).

Des limites arbitraires ont été fixées pour chaque événement du
cycle cellulaire : la période de duplication de 1I'ADN est la phase S
(synthése) et la phase de ségrégation chromosomique est la phase M
(mitose). Ces deux "périodes actives" sont séparées par deux "phases
de latence" G1 et G2 (Fig. 1, page suivante).

En ce qui concerne les cellules des Mammiféres, la durée des
périodes S, G2 et M est relativement constante et s'étend, en moyenne,
respectivement sur 8h, 3h et 1h, la phase G1 variant plus largement
(entre 3 et 12h, voire jusqu'a plusieurs jours). Les cellules des tissus
adultes présentent généralement une phase G1 beaucoup plus longue que
les cellules en culture alors que, dans les cellules embryonnaires, elle
peut ne pas exister, la durée étant indépendante de la taille des
cellules (Fox et Pardee, 1970). Dans la plupart des cas, la phase G1
est donc responsable des différences essentielles qui existent dans la
durée du cycle cellulaire. Il a toutefois été montré que, a l'intérieur
d'une méme population, les durées des différentes phases du cycle
peuvent étre trés variables d'une cellule & l'autre (Collyn-d'Hooghe et

al., 1977).
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Diftérenciation

Synthése d'ADN

Figure 1 : Représentation schématique des subdivisions du cycle
cellulaire eucaryotique. R correspond au point de contrdéle ou la cellule
opte soit pour la croissance active, soit pour 1'état de repos. Ce
dernier n'existe pas dans le cas des cellules transformées. Celles-ci

sont alors caractérisées par une succession de cycles rapides.

L'existence de processus biologiques aussi complexes que le cycle,
la différenciation ou .la transformation cellulaire (assimilée & un cas de
différenciation pathologique) laissent penser que les processus
métaboliques les dirigeant sont différents dans chaque cas, ou
présentent au minimum un certain nombre de particularités permettant
leur caractérisation biochimique, notamment dans 1le cas de Ila

glycosylation de surface.
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1.1. Les phases du cycle mitotique (*).

I1.1.1. La phase Gl'

La phase G1 est la premiére étape du cycle. En apparence peu
importante, elle est cependant assez complexe et sa progression
comprend plusieurs subdivisions (Rossow et al., 1979). Elle est le
théatre de synthéses diverses qui préparent la phase S : débu de
production d'ADN, d'histones et d'enzymes. De plus, la différenciation
cellulaire y est induite.

Cette phase peut ainsi étre distinguée de la phase GO’ phase
quiescente (revue de Cross et al., 1989). En effet, lors de la phase
Go , la taille de la cellule diminue légérement a la suite de la dégradation
de protéines et d'ARN qui se resynthétisent assez lentement, les
synthéses macromoléculaires étant en moyenne trois fois plus lentes
qu'en phase Gl' De plus, les activités enzymatiques et les transports
membranaires se ralentissent, certains récepteurs membranaires comme
celui des transferrines se raréfient (Neckers, 1991) et les ribosomes
sont plutét sous forme monosomale que polysomale.

L'hypothése d'un point d'initiation ou de restriction (start) dans le
cycle cellulaire a été émise (Pardee, 1974), point de restriction ou la
chaine des événements de la phase S est déclenchée et ou la
progression au cours du cycle n'est plus influencée par les facteurs
extérieurs. Les cellules ne passent le point d'initiation qu'aprés avoir
atteint une taille critique (Fantes, 1977).

La phase G1 peut étre subdivisée en plusieurs étapes communes a

beaucoup de modéles cellulaires (Fig. 2) :

(*) Pour des revues générales sur le sujet, voir Cross et al., 1989 ;
Laskey et al., 1989 ; McIntosh et Koonce, 1989 ; Pardee, 1989.
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FACTEURS G
DE CROISSANCE 0

W
Réveil du

COMPETENCE métabolisme

ENTREE G,

Activation de la
machinerie ribosomale
et de la glycolyse

PROGRESSION| | G,

Sensibilité aux
inhibiteurs de la
synthése protéique

ASSEMBLAGE Gi.

Organisation en
complexes des
enzymes nucléaires

S

Figure 2 : Subdivisions de la phase GI conduisant la cellule d'une phase

de latence a une phase active de réplication.

- L'addition aux cellules quiescentes de certains facteurs de croissance
(Barnes et Sato, 1980) les fait entrer irréversiblement en phase G1 ;
elles deviennent alors "compétentes" (Rossow et al., 1979). Des
changements apparaissent dans la structure de la chromatine,
accompagnés d'une augmentation du transport des nutriments a travers

la membrane, ainsi que de la production de nouveaux ARNm.
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- L'étape suivante, dite "étape d'entrée" ou phase Gla’ est a
proprement parler le véritable point de départ de la phase Gl’ c'est a
dire du cycle lui-méme. Elle se caractérise par la synthése de nouvelles
macromolécules ainsi que par l'augmentation du nombre de polysomes et

d'enzymes de la glycolyse.

- Suit alors la phase Glb’ dite de "progression". Cette période est
trés sensible aux inhibiteurs de la synthése protéique et est marquée
par l'importance du contrdle qu'exercent ces protéines (Pardee, 1987).
La synthése protéique est alors nécessairement rapide et la production
d'enzymes du métabolisme de 1'ADN, annonciatrice de la phase S, débute
& ce niveau. La phase G1 se termine alors par 1'étape "d'assemblage" ou
phase Glc'
- Cette phase G1c est caractérisée par des mouvements d'enzymes
nucléaires ainsi que par leur organisation en complexes pour catalyser
la synthése de I'ADN. A ce niveau, il n'y a pas nécessité de synthése

protéique importante, ni d'addition de sérum dans les cultures.

Durant cette phase Gl’ des signaux extérieurs déclenchant la
réplication de 1'ADN peuvent parvenir au noyau, apportés généralement
par des facteurs de croissance (revue de Cross et al., 1989). Ces
signaux possédent des récepteurs spécifiques a la surface de la cellule
auxquels ils se fixent pour s'activer par autophosphorylation. Une de
leur sous-unités est une tyrosine kinase activant une phospholipase C
responsable de l'hydrolyse des inositols phospholipides en inositol-1,4,5
triphosphate (InsP3) et en 1,2-diacylglycérol (DG), activateur d'une
protéine kinase C (Nishizuka, 1984). L'activation de cette derniére

augmente le pH intracellulaire (activation des pompes Na+/ H+) et stimule
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la transcription et la prolifération cellulaire. L'inositol phosphate, quant
a lui, active le processus de libération des ions Ca * accumulés dans le

réticulum endoplasmique (Berridge et Irvine, 1984) (Fig. 3).

4 ==p libération Ca '

4 PLC activée

PIP2
clm
cI:H,—cI:H——cn, cn;——cI:H——cn, =—p activation PKC
o o o ©
| | 1 DG
CO CO co co

Figure 3 : Hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP,) par

)
2
la phospholipase C activée (PLC). L'hydrolyse condult a la formation

d'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DG).

La fixation de diverses hormones, de neurotransmetteurs ou de
facteurs de croissance sur leurs récepteurs spécifiques a la surface
cellulaire se traduit par l'accélération du métabolisme des phospholipides
contenant de l'inositol (Berridge et Irvine, 1984). Des perturbations au
niveau du systéme de messagers constitué par les lipoinositols
pourraient étre responsables de la croissance anarchique des cellules
tranformées. En effet, la cascade de réactions associée au métabolisme
des phosphoinositols comprend des sites d'action de certains oncogénes

(Sugimoto et al., 1984 ; Macara et al., 1984).
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Toutes ces réactions, illustrées par la figure 4 (page suivante),
activent donc un certain nombre de facteurs appelés seconds messagers,
comme le diacylglycérol, 1'inositol triphosphate, les nucléotides
cycliques, les cations ca*t , Na® et H' , les prostaglandines, des
polyamines et des phosphoprotéines qui sont connus pour activer Ila
transcription génique par l'intermédiaire de kinases agissant au niveau
des promoteurs. Certaines kinases foﬁt intervenir des effecteurs comme
I'AMP cyclique (Costa et al., 1978) et la cz!moduline, porteuse de cat”
et activatrice de kinases. Il est a noter, & cet égard, que 1'AMPc
bloque la croissance cellulaire par inhibition de la synthése d'ADN,
tandis que le GMPc la stimule (revue de Pastan et al., 1975). Les
cellules sont compétentes et se mettent & produire immédiatement des
ARN messagers comme fos et jun, puis myc quelques heures aprés. La

plupart de ces ARN ont une vitesse de renouvellement rapide et leur

transcription ne requiert pas la production d'autres protéines.

1.1.2. La phase S.

Il s'agit d'une des deux phases dynamiques du cycle chromoso-
mique au cours de laquelle le matériel nucléique doit se dupliquer de
maniére rigoureuse en vue d'obtenir deux cellules filles strictement
identiques du point de vue génomique. La réplication est bidirectionnelle
et se déroule en de multiples loci sur chaque filament de chromatine.

La longueur de cette phase varie suivant les espéces cellulaires et
le stade de différenciation de la cellule dans la méme espéce. L'embryon
de Drosophile a, par exemple, une phase S de 4min, durée qui passe a
10h lorsqu'elle est adulte.

L'ADN n'est pas seul & se répliquer. En effet toute l'architecture
chromosomique, comme les nucléosomes, se duplique en paralléle,

indépendamment de la réplication nucléique. Cet assemblage
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nucléosomique ne peut s'effectuer qu'a la suite de la synthése des
histones, cette derniére ne s'effectuant qu'en phase S (revue de Osley,
1991).

La phase S est induite par des signaux cytoplasmiques sans
spécificité d'espéce : les facteurs cytoplasmiques d'une espéce peuvent
induire la phase S du noyau d'autres espéces. Des expériences de
fusion cellulaire ont montré que les signaux sont présents en début et
sont éliminés avant la fin de la phase S. Ainsi, un antigéne nucléaire
nommé PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) se trouve a un niveau
2 a 3 fois plus élevé en phase S que dans le reste du cycle (Morris et
Mathews, 1989) et est en relation avec l'induction de la réplication de
I'ADN (Liu et al., 1989). La réplication ne peut se dérouler qu'une
seule fois entre deux mitoses. En effet, la cellule reconnait 1'ADN

répliqué et ne laisse son noyau entrer & nouveau en S qu'une fois la

mitose achevée.

1.1.3. La phase GZ'

Cette période fait la liaison entre la fin de la réplication de 1'ADN
et le début de la mitose. Les événements moléculaires qui interviennent
au cours de cette phase sont peu connus et se limitent au observations
suivantes :

- L'inhibition de la synthése de 1I'ARN ou de la synthése protéique
bloque l'entrée en G2, ce qui signifie que la synthése de nouvelles
molécules d'ARN et de protéines est nécessaire.

- Plusieurs protéines apparaissent au cours de la phase G2’ puis
disparaissent dés que la mitose est terminée.

- Il existerait un inhibiteur de la synthése d'ADN associé a l'enveloppe

nucléaire dont la présence expliquerait que, aprés fusion, des noyaux
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de cellules en G2 inhibent la réplication, sauf s'ils ont été préalablement
lavés.

- Les filaments d'actine se réorganisent pour préparer la division
cellulaire et la synthése de tubuline s'amplifie en fin de S et durant la
phase G2.

Le blocage du cycle cellulaire en période G2 survient occasion-
nellement dans les cellules somatiques des plantes et des animaux. Dans
le cas de la peau par exemple, quelques cellules restent a 1'état
stationnaire en phase G2, mais en cas de blessure, la levée du blocage
est immédiate et les cellules reprennent leur division.

Cette phase est également caractérisée par une grande sensibilité
aux irradiations, ces derniéres pouvant entrainer un allongement de la

phase G, et de la mitose appelé "retard & la mitose" et dépendant de

2
l'intensité de l'irradiation ainsi que de l'dge de la cellule (Collyn-

d'Hooghe et al., 1980a et b).

1.1.4. La Mitose (phase M).

La mitose proprement dite rassemble une série d'événements dont le
but est, chez les cellules eucaryotes, d'assurer la répartition équitable
de leurs chromosomes au cours de la division cellulaire. Les cytologistes
ont I'habitude de distinguer quatre phases dont les limites ont

nécessairement un caractére arbitraire :

a. La Prophase, a elle seule aussi longue que les trois autres
phases réunies, se caractérise par la condensation, par une spiralisation
plus importante, des chromatides dupliquées a partir d'un état dispersé
et métaboliquement actif & un état compacté en vue de leur transport.
Parallélement, les microtubules (revue de Baskin et Cande, 1990) et

microfilaments du cytosquelette se réarrangent et destabilisent
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l'organisation interphasique du cytoplasme, changeant ainsi la forme de
la cellule en lui donnant un aspect arrondi.

Les réarrangements microtubulaires sont dis aux changements du
centrosome qui conduit & la formation du fuseau mitotique (revue de
Sluder, 1989).

La phosphorylation des microtubules augmente au cours de la
mitose pour diminuer ensuite en phase Gl’ alors qu'elle est
pratiquement constante dans les autres phases comme dans le cas des
cellules HeLa (Piras et Piras, 1975).

L'appareil de Golgi se disperse en un grand nombre de petites
vésicules réparties dans tout le cytoplasme. La synthése d'ARNm cesse
et celle des ARNr ralentit, provoquant la disparition des nuciéoles,
I'ADN étant trop compacté pour permettre l'action des ARN polymérases.
La synthése protéique tombe & 25% de son niveau normal, les ribosomes
devenant inefficaces, l'arrét de la synthése des ARNm n'étant pas en

cause, ceux-ci ayant une durée de vie plus longue que la mitose.

b. La (Pré)métaphase voit les chromosomes condensés se
positionner, par orientation d'une copie de chacun d'eux, de part et
d'autre du plan équatorial du fuseau, ainsi que par leur mouvement
vers l'équateur de la cellule, pour former le plan métaphasique. Chaque
chromosome est maintenu sous tension & ce niveau par les kinétochores
appariés et leurs microtubules associés (Métaphase).

Le départ de ce processus est défini par les interactions entre les
chromosomes et les fibres du fuseau par l'intermédiaire des centroméres.

Chez les Eucaryotes supérieurs, l'enveloppe nucléaire se lyse pour
permettre ces interactions, mais chez certains Champignons et Algues,
le fuseau peut se former dans le noyau, celui-ci ayant conservé son

enveloppe.
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c. L'Anaphase, déclenchée par une augmentation de la concentra-
tion cytosolique en ions calcium, est marquée par la séparation de
chaque chromosome en deux parties identiques, suivie par Ileur
mouvement vers les poles opposés de la cellule, mouvement qui
s'effectue sous le commandement des centromeéres.

Deux événements distincts ont pu étre discernés : l'anaphase A
(séparation des chromosomes), apparemment indépendante de I'ATP
exogéne, et l'anaphase B (allongement du fuseau) qui est ATP et Mg++-
dépendante.

L'anaphase A concerne la migration des chromatides-soeurs vers les
poles du fuseau a la suite de la dépolymérisation des microtubules
kinétochoriens.

L'anaphase B, par contre, est caractérisée par l'allongement de
l'ossature interpolaire.

En fin d'anaphase se forment deux masses prés des poles autour
desquelles se reforment les enveloppes nucléaires, suite a Ila
déphosphorylation des lamines. D'un point de vue génétique, ce sont
deux lots identiques de chromosomes qui se retrouvent a chacun des

poéles du fuseau.

d. La Télophase concerne la formation des noyaux-fils et Ila
décondensation des chromosomes pour ©rétablir les conditions
interphasiques. Des vésicules membranaires issues du reticulum
endoplasmique s'associent aux lamines & la surface de chaque
chromosome et fusionnent pour entourer partiellement des groupes de
chromosomes avant de reconstituer l'enveloppe nucléaire compléte et
former deux noyaux interphasiques.

Chez les animaux, les protozoaires et les plantes unicellulaires, la

division nucléaire est suivie par une division cellulaire (cytodiérése),
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régie par un anneau contractile actomyosine-dépendant qui divise
empiriquement le cytoplasme en deux parts égales contenant chacune la
moitié des constituants cytoplasmiques.

La concentration en la plupart des composants membranaires
(protéines, phospholipides, cholestérol et glucides) doit étre
approximativement doublée pour permettre la division. Cependant, cette
surface cellulaire n'est pas obligatoirement doublée avant la division
(revue de Pasternak, 1976).

Chez les végétaux supérieurs, la cytodiérése résulte de l'action du
phragmoplaste au niveau du plan équatorial. Cette structure contient
deux jeux de microtubules orientés téte-béche et organisés en deux

rangées paralléles.

1.2. La régulation du cycle cellulaire.

-

La densité de la population cellulaire a partir de laquelle la
prolifération cellulaire en monocouche confluente cesse, par inhibition de
contact, s'éléve lorsque la concentration en facteurs de croissance
augmente dans le milieu. Les cellules voisines sont en compétition pour
les quantités infimes de facteurs de croissance disponibles, facteurs
qu'elles internalisent par l'intermédiaire de récepteurs membranaires. Ce
type de compétition pourrait étre aussi important pour les cellules d'un
tissu que pour les cellules en culture, empéchant leur prolifération
au-dela d'une certaine densité de population.

Parmi les facteurs de contrdle du cycle cellulaire, le plus important
est le MPF (Maturation Promoting Factor) et, plus particuliérement, ses

sous-unités : les cyclines et la protéine p34°d°2.
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I1.2.1. Le MPF (Maturation Promoting Factor).

Des ovocytes de Xénope, bloqués dans un état dont la meilleure
description correspond a la phase G2, ont été utilisés pour mettre en
évidence l'existence d'un oscillateur cytoplasmique qui alterne entre
l'induction de la mitose et l'induction de l'interphase. En effet, des
micro-injections de cytoplasme effectuées dans ces cellules les font
entrer en méiose : un composant cytoplasmique appelé "Maturation
Promoting Factor" ou‘MPF (Masui et Markert, 1971) a donc induit une
activité mitogéne. Lors de la méiose I, l'activité MPF augmente et
devient supérieure a celle injectée pour disparaitre ensuite et ne
réapparaitre a4 un haut niveau qu'en cours de métaphase II ; cette
activité est donc associée & la métaphase (Wasserman et Masui, 1975).

Le MPF peut induire la méiose I en dehors de toute synthése
protéique et est donc un inducteur immédiat de la méiose. Toutefois, en
cas de blocage de la synthése protéique, les cellules sont stoppées
ultérieurement en phase G2 et, par injection de MPF, tous les
événements mitotiques sont restaurés (Miake-Lye et al., 1983). La
synthése protéique est donc nécessaire a la synthése du MPF lui-méme
et/ou d'activateurs de ce méme MPF qui est le principal régulateur de la
division cellulaire, et ceci dans une grande variété de cellules en mitose
ou en méiose et non en interphase (Wasserman et Smith, 1978 ; Sunkara
et al., 1979 ; Nelkin et al., 1980 ; Weintraub et al., 1982 ; Tachibana
et al., 1987). Le noyau y est sensible en n'importe quelle phase du
cycle.

Le MPF augmente en début de mitose et son taux chute en fin de
métaphase. Il est trés conservé au cours de l'évolution et son systéme

d'activation-inactivation régule le cycle mitotique de tous les organismes

eucaryotes.
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Ce composé est une protéine kinase trés affine pour 1'histone H1
qu'elle peut substituer six fois par un résidu phosphate (Labbe et al.,
1988 ; Lohka et al., 1988).

Le MPF induit une cascade de réactions de phosphorylation de
protéines qui conduit a divers événements indépendants, comme la
destruction de I'enveloppe nucléaire, 1'assemblage du fuseau et la
condensation des chromosomes. En paralléle, il y a activation d'une
"MPF inactivase" qui inactive le MPF en fin de métaphase et permet la
progression du cycle cellulaire jusqu'a l'interphase suivante (Murray,
1987).

L'apparition et la disparition de l'activité MPF au cours du cycle
cellulaire normal dépendent d'une modification de la protéine par un
processus de phosphorylation-déphosphorylation plutét que d'une

synthése et d'une dégradation.

1.2.2, Les cyclines.

La synthése protéique est nécessaire durant l'interphase de chaque
cycle cellulaire embryonnaire pour permettre l'entrée en mitose. Ceci
sous-entend qu'un composé, indispensable a l'activation du MPF, doit
étre synthétisé de novo lors de chaque cycle.

Parmi les protéines présentant ces caractéristiques, l'une d'elle
s'accumule a l'interphase pour disparaitre en mitose. Elle se retrouve
chez tous les eucaryotes et est appelée "cycline" (Evans et al., 1983 ;
Almendral et al., 1987). Deux classes (cyclines A et B) se retrouvent
simultanément dans un ! »n nombre d'organismes.

Les premiers travaux montrant une implication directe des cyclines
dans la transition des phases G2-M furent effectués par Swenson et al.
(1986) qui montrérent que lI'injection de ARNm de cycline A de

mollusque & des oocytes de Xénope (stade VI) provoquait leur
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maturation en oeufs. Les mémes résultats sont obtenus avec des ARNm
de cycline B d'oursins (Pines et Hunt, 1987). En effet, des cellules
dont les ARNm endogénes, et plus spécifiquement ceux de la cycline B,
(Minshull et al., 1989) ont été détruits, se bloquent en interphase (G2)
et l'addition d'ARNm de cycline entraine la reprise du cycle cellulaire
(Murray et Kirschner,1989).

La longueur de l'interphase ou du cycle diminue si le taux de
cycline augmente et l'interphase peut correspondre au temps mis pour
obtenir l'accumulation de cycline nécessaire a la division (Murray et
Kirschner, 1989).

Des relations évidentes entre les cyclines et le MPF ont rapidement
été établies (Draetta et al., 1989) et l'augmentation du taux de MPF lors
de la phase M pourrait étre provoquée par l'augmentation de
concentration de la cycline au dessus d'un certain seuil.

Durant l'interphase, il y a production d'ARNm et accumulation de
cycline & un seuil ou l'activation du MPF par la cycline est supérieure a
son inactivation enzymatique (le taux d'inactivase serait constant durant
le cycle).

L'activation du MPF entraine l'activation du processus de
dégradation de la cycline, la dégradation de la cycline B étant
nécessaire a l'achévement de la mitose (Whitfield et al., 1990). La
disparition de cette méme cycline provoque la destabilisation du MPF par
I'inactivase dont l'activité est devenue dominante. Les phosphatases
inversent alors l'action des phosphorylases et la cellule se retrouve
dans les conditions interphasiques.

Le taux en cycline A n'est pas constant lors de l'embrydgenése, il
est méme nul dans les oeufs non fertilisés (Whitfield et al., 1990). Lors
de chaque cycle cellulaire, la cycline s'accumule durant l'interphase et

est détruite en fin de mitose, montrant que sa synthése, en l'absence
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de celle d'autres protéines, est suffisante pour induire l'entrée en
mitose (Murray et Kirschner, 1989).
Le systéme de contrdle de l'activité du MPF par les cyclines et par

la MPF inactivase est schématisé par la figure 5.

CYCLINE | (Concentration seuil) MPF inactivase

(Kinase)

® ©

MPF

(Kinase)

Phosphorylations

RN

Lamines

MITOSE Histones

Protéines S6
Polymérase |l
Antigéne T

Facteur d'élongation

cdc13
p45 {(cycline)

Figure 5 : Mécanisme général de la régulation du MPF par les cyclines et

une MPF inactivase.

L'activité de phosphorylation de la cycline dans les cellules
somatiques est régie par des rétro-controles spécifiques : ainsi la
cycline n'est pas activée tant que n'est pas effectuée la synthése
compléte de 1I'ADN. Autrement dit, les cellules ne peuvent entrer en
mitose avant que I'ADN ne soit répliqué. D'autres controles agissent sur

l'accumulation, l'activation et la destruction de cyclines.
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1.2.3. La protéine p34°9°2,

Une cinguantaine de génes intervenant dans la régulation du cycle
ont été trouvés ainsi que les interactions les liant. Certains de ces
génes sont nécessaires & l'initiation de la réplication de 1'ADN, certains
au déroulement normal de la phase S, d'autres interviennent en
différents points de la mitose et d'autres encore sont essentiels a la
cytocineése.

L'un d'eux, le cde2, est le seul dont l'existence soit nécessaire
aux deux points de contrdle du cycle cellulaire chez la Levure, en G1
tardif et en G2 (Nurse et al., 1976 ; Nurse et Thuriaux, 1980).

Le composé clé du déclenchement mitotique universel est donc une
protéine kinase, la p340d02 chez les Mammiféres, protéine de 34kDa qui
a été identifiée a une sous-unité du MPF (Arion et al., 1988 ; Dunphy
et al., 1988 ; Gautier et al., 1988 ; Labbe et al., 1988) et qui est
analogue au produit du géne cdc28 des levures (Reid et Hartwell, 1977
;s Nurse et Bissett, 1981 ; Beach et al., 1982). Cette protéine est en
concentration constante durant le cycle et présente de nombreuses
homologies avec d'autres kinases (Hindley et Phear, 1984).

Certaines protéines régulatrices contraignent l'activité kinasique a
une impulsion convenablement rythmée, ce qui déclenche les événements
mitotiques. Ainsi, le géne cdcl3 (Booher et Beach, 1988) interagit avec
le cdc2 pour induire la mitose (Booher et al.,1989) ; son produit est un
homologue de cycline (Booher et Beach,1988 ; Hagan et al., 1988 ;
Solomon et al., 1988).

Un taux élevé de cycline A cause une hyperactivation de la kinase
cde2 et un arrét du cycle en métaphase (Roy et al., 1991).

La p34CdC2 interagit avec une cycline-like au point de contrdle

pour induire une activité protéine kinasique qui méne au déclenchement
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de la réplication de I'ADN. Lors de la transition G2/M, la p34Cd02

phosphoryle une partie des substrats dont les modifications induisent la
mitose. Ces substrats sont nombreux et variés, allant des protéines
microtubulaires, nucléaires et nucléolaires a divers produits d'oncogénes
en passant par des enzymes comme la caséine kinase II, des facteurs
d'élongation de la traduction et des constituants du systéme contractile,
cette liste ne faisant que s'allonger (revue de Cavadore et al., 1990).
L'activité MPF serait donc induite par un complexe formé entre une

cde?

cycline et la p34 (Draetta et Beach, 1988), et plus particuliérement

entre la cycline B et la p34cdc2 (Labbé et al., 1989 ; Meijer et al.,

1989).

Le niveau de p340d02 est constant durant le cycle cellulaire
(Simanis et Nurse, 1986 ; Draetta et Beach, 1988) et le taux de cycline
augmente progressivement en interphase.

Pour expliquer l'activation du MPF, on invoque une déphos-
phorylation de la p34°9°2 (Gautier et al.,1989 ; Labbe et al., 1989a) et
une phosphorylation de la cycline (Draetta et Beach, 1988 ; Meijer et

al., 1989 ; Neant et al., 1989) (Fig. 6).

La phosphorylation de la p34 et la synthése de cycline peuvent
dépendre de la régulation calcique (revue de Whitaker et Patel, 1990),

régie par les seconds messagers que sont les phospho-inositols.

cde?2

L'activité de phosphorylation de la p34 , en hausse dés l'entrée

en mitose, et la dégradation de la cycline accélérée par le MPF

-

lui-méme, ménent & l'inactivation du MPF et au retour & l'interphase

(Murray et Kirschner, 1989 ; Murray et al., 1989).
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Concentrations
relatives
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MPF inactivase
Temps
MPF ! MPF MPF ! MPF
Inactit Actif tnactit Actif

Figure 6 : Régulation du taux de MPF et de cycline au cours du cycle

cellulaire. La p34Cdc‘2 est associée a une cycline pour former 1'activité

MPF. La p34CdC2 est déphosphorylée et la cycline phosphorylée dans la

forme active de 1'activité kinase.

En conclusion, les mécanismes de régulation de la division

mitotique impliquant le MPF, les cyclines et la protéine p34Cd°2 sont

11lustrés par la figure 7 (page suivante).
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cdc2 cdc13

CYCLINE/ p34 CYCLINE B
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Phosphorylation Histone H1
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Condensation des chromosomes Destruction de I'enveloppe nucléaire
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Figure 7 : Des cyclines différentes interviennent dans le déclenchement
cdc2

de la réplication de 1'ADN et de la mitose en s'assoclant avec p34

1.3. La transformation cellulaire.

Lorsqu'une cellule subit une mutation ou une série de mutations
perturbant les contraintes sociales de la division, elle se multiplie
indépendamment des besoins de l'organisme entier et sa descendance se
manifestera sous la forme d'une tumeur. La cellule échappe alors aux
multiples contréles de la division cellulaire et accumule ensuite d'autres
modifications pour acquérir la capacité d'invasion et de formation de

métastases.
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Quelques changements ont pu étre observés aprés transformation
d'une cellule normale par un virus tumorigéne. Il s'agit :
- d'anomalies de la membrane plasmique, comme l'augmentation du
transport de métabolites, une mobilité accrue des protéines
membranaires ainsi que l'apparition excessive de boursouflures a la
surface de cette derniére,
- d'anomalies de l'adhérence, comme la diminution de l'adhérence aux
surfaces. Il s'ensuit, d'une part, une capacité de conserver une
morphologie arrondie au lieu d'une morphologie étalée, les fibres
d'actine ne pouvant plus s'organiser en fibres toniques en raison d'une
réduction de l'enveloppe externe de fibronectine et, d'autre part, une
forte production d'activateur du plasminogene qui provoque une
protéolyse extracellulaire accrue,
- d'anomalies de la croissance et de la division : croissance jusqu'a
une densité cellulaire anormalement élevée, diminution des besoins en
facteurs de croissance, diminution de la "dépendance d'ancrage" (Liotta,
1986) (les cellules normales doivent adhérer au substratum pour sortir

de l'état G, et proliférer), "immortalité" et possibilité de provoquer des

0
tumeurs lorsqu'elles sont injectées a des animaux sensibles.

Ces perturbations sont orchestrées par divers génes appelés
oncogénes que la cellule normale posséde sous forme de proto-oncogénes
(voir les revues de Stéhelin, 1988 ; Studzinski, 1989 ; Carbone et
Levine, 1990). Ce sont des génes normaux du controle de la
prolifération dont certains codent des facteurs de croissance ou leurs
récepteurs (Doolittle et al., 1983) (tyrosines kinases dans la plupart
des cas), des médiateurs intracellulaires impliqués dans le signal de

division cellulaire (Almendral et al., 1988) et méme des facteurs de

transcription (Chiu et al., 1988) (Fig. 8, page suivante). Ces proto-
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oncogénes peuvent étre surexprimés ou altérés (Barbacid, 1987 ;

Weinstein, 1987 ; Hatakeyama et Taniguchi, 1988).

II. SYNCHRONISATION DES CELLULES EUCARYOTES

L'étude des différents événements caractérisant le cycle cellulaire,
tant au point de vue moléculaire qu'au point de vue physiologique,
nécessite des populations cellulaires synchrones (revue de Bhuyan et

Grophi, 1989).

Un systéme de synchronisme naturel existe chez certaines
moisissures qui forment des plasmodes, grandes masses cytoplasmiques
renfermant plusieurs noyaux et passant par les différentes phases du
cycle cellulaire de facon parfaitement synchrone. Ce systéme a été trés
utilisé pour étudier le déroulement du cycle nucléaire.

Dans d'autres systémes, les cycles cellulaires d'une population de
cellules sont naturellement synchrones aux premiers stades, comme dans
le cas de la division des cellules-oeufs qui ont été fécondées
simultanément.

Cependant, dans la plupart des cas, les populations cellulaires
sont asynchrones et la mise au point d'un certain nombre de méthodes
de synchronisation a été nécessaire. Toutes ne peuvent empécher les
cellules de reprendre rapidement un rythme de croissance indépendant
et donc de perdre plus ou moins vite leur synchronisme dés les phases

ou cycles suivants.
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L'utilisation d'éléments inhibiteurs (Tableau I, page suivante) ou
l'appauvrissement du milieu en un élément essentiel permet de
synchroniser une population cellulaire & un moment précis du cycle.

Il s'agit de méthodes efficaces et d'application relativement aisée,
mais qui présentent toutefois le défaut de perturber le métabolisme
cellulaire (revue de Bhuyan et Grophi, 1989). En effet, les agents
bloquants utilisés sont souvent des poisons métaboliques et leurs effets
secondaires sur les cellules sont en général peu connus. Il est donc
souhaitable de comparer des lots de cellules bloquées chimiquement a

d'autres lots synchronisés par une méthode moins perturbatrice.

Dans le cas des cellules en culture, deux approches sont
envisageables : la synchronisation chimique par interférence sur le
métabolisme ou la sélection mécanique qui n'est possible que dans des
cas limités. Un blocage doit étre réversible afin de permettre la remise
en culture des cellules.

Les meilleures méthodes de synchronisation sont celles qui créent
des populations de cellules dont les cycles sont synchronisés au niveau
de la transition GI/ S ou durant la mitose. L'efficacité de ces méthodes
est toutefois amoindrie par la disparition rapide du synchronisme dés les
cycles cellulaires suivants. Cette désynchronisation apparait en raison
des  différentes vitesses auxquelles les cellules progressent
individuellement dans le cycle cellulaire. La durée du temps de
génération n'est pas un caractére génétiquement transmis, mais est
soumise aux différences de comportement individuel des cellules d'un
cycle cellulaire a l'autre. Il s'avére donc nécessaire de mettre au point
des méthodes de synchronisation différentes pour obtenir des

populations cellulaires enrichies en chacune des phases du cycle.



TABLEAU 1

: Principaux agents bloquants du cycle cellulaire et utilisés pour synchroniser des cellules.

Agents bloquants Action inhibitrice Phase Références
Lovablastine (réversible) 3-0H-3-méthylglutary1-CoA réductase Gy Keyomarsi et al., 1991
Myxothiazol (réversible) Chaines respiratoires Gyp Conradt et al., 1989
Acide butyrique Gy Gorisse et al., 1990
Mimosine (réversible) Synthése de 1'hypusine Gl/S Watson et al., 1991
Hydroxyurée Réduction des ribo— en désoxyribonucléotides GI/S Young et al., 1967
Forskoline Par augmentation du taux de cAMP Gl’ (Gz) Blomhoff et al., 1988
Aphidicoline (réversible) DNA polymérase a (analogue dCTP) Début S Ikegami et al., 1978
Huberman et al., 1981
Watson et al., 1991
double blocage Matherly et al., 1989
Cycloheximide Synthése protéique S Mc Keehan et Hardesty, 1969
Rajalakshmi et al., 1971
Hatakeyama et Suzuki, 1990
Phléomycine (1é&thal) Gy Djordjevic et Kin, 1967
Hoechst 33342(réversible) DNA topoisomérase II G2 Tobey et al., 1990
Nitrosourée(irréversible) Synthése protéique G, Al-Bader et al., 1978
Dibutyryl cAMP G, Stambrook et Velez, 1976
Colcémide Poison du fuseau M Stubblefield & Klevecz,1965
Bhuyan 1977 et 1987
Colchicine (1éthal) Poison du fuseau M Bruchowsky et al., 1965
Piras et Piras, 1975
Vinblastine sulfate Métaphase| Djordjevic et Kin, 1967
Madoc-Jones et Mauro, 1968
Vincristine M Madoc-Jones et Mauro, 1968
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Les cellules bloquées en phase G1 ou G2 peuvent rester en phase

de latence et survivre des semaines, des mois ou méme des années. Par
contre, les cellules que l'on bloque expérimentalement dans la phase S

par des agents toxiques meurent en quelques heures.

II.1. Enrichissement d'une population cellulaire en phase GI/ GO‘

Une méthode assez simple peut étre utilisée pour obtenir des
fractions de cellules enrichies en G1/ GO. Cette technique consiste a
laisser les cellules atteindre la phase stationnaire de croissance ou
plateau tardif. Par manque d'espace et par inhibition de contact et/ou
par privation d'éléments comme les facteurs de croissance ou encore par
appauvrissement du milieu en sérum, les cellules vont s'accumuler en
phase GI/GO (Wharton et al., 1981 ; Campisi et al., 1984 ; Larsson,
1988). Une technique couramment utilisée consiste & priver la cellule
d'un nutriment indispensable a sa croissance, comme l'isoleucine, et a
provoquer ainsi un enrichissement de la population en cellules Go/ G1

(Ley et Tobey, 1970 ; Tobey, 1973).

I1.2. Enrichissement d'une population cellulaire en phase S.

Il peut étre obtenu de deux maniéres :

1°) Par blocage de la synthése de 1'acide thymidylique.

-

Une technique & moindre risque consiste & bloquer la synthése de
I'ADN et donc a accumuler les cellules en phase S, griace a des
analogues de la thymidine, comme la fluorodésoxyuridine qui inhibe Ia
TMP (thymidine monophosphate) synthétase. Dans le but de bloquer la
réplication de I'ADN et de stopper la reproduction cellulaire, 1la

synthése de TMP, indispensable a la synthése d'ADN, peut étre arrétée
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au niveau de  différentes étapes  réactionnelles. Ainsi, la
fluorodésoxyuridine empéche les cellules en fin de phase G1 d'atteindre
la phase S et entraine la mort des cellules qui avaient déja atteint cette
phase (Rueckert et Mueller,1960 ; Till et al., 1963). En ajoutant de la
thymidine dans le milieu de culture, la synthése de TTP peut reprendre
assurant ainsi de nouveau la réplication des ADN. En prélevant les
cellules & des temps précis aprés la levée du blocage, elles peuvent étre

étudiées a différentes périodes de la phase S.

2°) Par blocage de 1'activité nucléoside diphosphate réductase.

a- Par de I'hydroxyurée (Fig. 9), un inhibiteur de la nucléoside
diphosphatase réductase, catalyseur de la synthése de déoxyUDP
(dUDP) a partir d'UDP et de dCDP a partir de CDP (Young et
al.,1967). L'efficacité de ce composé est augmentée par l'utilisation
d'une méthode "séquencée" en présynchronisant les cellules par
privation d'isoleucine, avant d'introduire I'hydroxyurée (Hamlin et

Pardee, 1976).

b- Par la thymidine elle-méme (Fig. 9) qui peut étre utilisée pour
synchroniser les cellules & l'interface G1 /S (Xeros, 1962). En excés
dans le milieu de culture, elle pénétre trés rapidement dans les cellules
ou elle est phosphorylée en TTP. Lorsque sa concentration
intracellulaire augmente, la nucléoside diphosphate réductase (enzyme
allostérique) est inhibée, ce qui empéche la synthése, non seulement de
TTP, mais aussi de dCTP (Morris et Fisher, 1963 ; Morris et al.,
1963).
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Figure 9 : Un excés de thymidine bloque la synthése de 1'ADN par
rétro-inhibition de la nucléoside diphosphate réductase (enzyme
allostérique). L'hydroxyurée inhibe également 1'action de cette enzyme.

La réplication de I'ADN est alors impossible, méme si des cellules
en fin de G1 peuvent entrer en phase S, un peu de dCTP continuant a
étre produit. La réplication est cependant extrémement lente et les
cellules s'accumulent dans la premiére partie de la phase S. Les cellules
qui étaient déja en phase S quand la concentration de thymidine a
aﬁgmenté poursuivent la réplication de leur ADN a une vitesse tres

lente. Les cellules qui étaient en phase G2, M ou Gl ne sont pas
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affectées dans la vitesse du déroulement de leur cycle cellulaire jusqu'a
ce qu'elles parviennent en phase S. Si les cellules sont en présence
d'un excés de thymidine durant une période équivalente & la somme des
durées des phases G2, M et Gl’ alors toutes les cellules de ces phases
atteignent l'interface G1 /S et y restent bloquées (Fig. 10). Les cellules
en phase S ne la quittent pas et progressent trés lentement. Lorsque la
concentration en thymidine retrouve la normale, l'incubation des cellules
pendant un temps égal & la durée de la phase S permet aux cellules de
terminer leur réplication. Les cellules qui étaient initialement réparties
en différents points de la phase S seront alors en différents points des
phases GZ’ M et Gl‘ Une importante proportion de cellules bloquées au
début de la phase S sera alors en phase G2. Ainsi, toutes les cellules
de la culture seront en phase G2, M ou Gl' Ces cellules se

retrouveront donc bloquées en phase S.

Thymidine 2mM Milieu normal Thymidine 2mM
(durée G2+M+G1) (durée 8)

Gl—> début § ————————p C-,‘.2 \

S — progression lente en §
N\
G, M, Gl/

G, /
) >~. G, ot G,/S

Figure 10 : Principe du double blocage du cycle mitotique par Ila

G,/S

thymidine. Un premier blocage accumule la plupart des cellules en phase

Gl ou S. Une remise en culture sulvie d'un nouveau blocage aboutit & un

enrichissement de la population en cellules & 1'interface GI/S.
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Cette méthode de synchronisation est appelée "double blocage par

la thymidine" et permet d'obtenir expérimentalement un degré élevé de
synchronisation des cycles cellulaires grdace a [l'utilisation d'un
mécanisme normal de régulation métabolique en remplacement des agents
chimiques et toutes les incertitudes d'analyse les accompagnant. Des
études ont cependant montré que le blocage ne concernait que la
synthése de 1I'ADN, celle d'ARN ou de protéines continuant : le noyau
serait donc en phase S et le cytoplasme aurait un phénotype G2

(Studzinski et Lambert, 1969).

11.3. Enrichissement d'une population cellulaire en phase Gg.

Pour synchroniser en phase G2, il n'existe pas véritablement de
méthode spécifique et la technique la plus courante utilise une
présynchronisation en G1/ S suivie d'une remise en culture jusqu'a
I'obtention d'une accumulation de cellules en phases S/ G2 (Al-Bader et
al.,1978).

L'utilisation de bisbenzimide (Hoechst 33342), précédée d'une
présynchronisation en G1/ S, peut bloquer réversiblement la DNA
topoisomérase II et accumuler les cellules en phase G2, sans toxicité

apparente (Tobey et al., 1990).

I1.4. Enrichissement d'une population cellulaire en cellules en phase M.

Une premiére méthode est fondée sur le tri mécanique des cellules
"mitotiques" cultivées en monocouches. Ces cellules prennent
généralement une forme plate en se fixant sur leur support de culture.
Lors de la mitose, les bouleversements microtubulaires (dissociation du
cytosquelette et constitution du fuseau mitotique) donnent une forme

sphérique aux cellules qui perdent une grande partie de leurs points
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d'attache sur la matrice. L'agitation des boites de culture permet leur
mise en suspension préférentielle et de les isoler par centrifugation
(Terasima et Tolmach, 1962 et 1963). Une fraction cellulaire synchrone
peut ainsi étre récupérée, mais les cellules en phase M étant souvent en
trées faible proportion (5% max), les rendements sont minimes. Ils
s'améliorent légérement en effectuant plusieurs agitations espacées sur
les mémes boites de ceilules. Ils peuvent étre augmentés en couplant

cette méthode & un blocage chimique, par la thymidine par exemple.

Face aux faibles rendements obtenus par la méthode précédente,
d'autres procédés ont été élaborées pour séparer physiquement les
cellules d'une population, qu'elle soit synchrone ou pas.

Dans l'un de ces procédés, la premiére étape consiste a obtenir
une suspension monocellulaire, généralement en traitant les cellules par
des enzymes protéolytiques ou des agents chélateurs du calcium dont
dépend l'agglutination cellulaire. Les cellules peuvent ensuite étre
sélectionnées suivant leur densité : par centrifugation en gradient de
densité sur sucrose (Mitchison et Vincent, 1965), sur Ficoll (Everson et
al., 1973) ou en gradient de SAB (Mc Donald et Miller, 1970), il est
possible de séparer les cellules volumineuses et denses des cellules de
petite taille et légéres (revue de Nias et Fox, 1971).

Cette technique est malheureusement peu exploitable telle quelle
car les cellules en cycle mitotique ne sont pas assez hétérogénes en
taille. Cependant, un progrés a pu étre apporté par la centrifugation
par élutriation (Lindahl, 1948 ; Meistrich et al., 1977 ; Mitchell et
Tupper, 1977), procédé qui oppose une sédimentation par centrifugation
& un flux de tampon : une suspension cellulaire est injectée dans un
conduit de rotor en mouvement dans lequel un flux centripéte de tampon

circule sous l'action d'une pompe. Ce conduit méne & la base de la
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chambre de séparation du rotor et, ce dernier tournant & vitesse
constante, la vitesse du débit (inverse & la force centrifuge) augmente
réguliérement, séparant ainsi les cellules selon leur densité. Ces
derniéres sortent de la chambre par un conduit central, les petites
cellules les premiéres et les autres a des débits plus élevés. Les
cellules ainsi séparées restent vivantes, la séparation étant effectuée de
facon douce dans un milieu isotonique. La récupération est directe et la

concentration en cellules élevée (Kauffman et al., 1990).

Toutefois la technique de séparation cellulaire la plus fine implique
le marquage de cellules spécifiques avec des anticorps couplés & un
fluorochrome ou des intercalants des acides nucléiques fluorescents,
puis la séparation des cellules marquées des cellules non-marquées dans
un trieur de cellules (fluorescence-activated cell sorter) (Freyer et al.,
1987). Dans cet appareil, on évalue la fluorescence des cellules
individuelles qui circulent sur une seule file dans un léger courant, en
leur faisant traverser un faisceau laser (il s'agit du principe du
cytofluorimétre de flux). Une canule vibratrice provoque, un peu plus
loin en aval, la formation de minuscules gouttelettes dont la plupart ne
contiennent qu'une cellule ou aucune. Ces gouttelettes regoivent
automatiquement une charge positive ou négative au moment de leur
formation, selon qu'elles contiennent ou non une cellule fluorescente.
Elles sont ensuite déviées par un fort courant électrique dans wun
récipient approprié. Il se forme parfois des grappes de cellules,
détectées par leur plus grande dispersion de la lumiére, qui restent
sans charge et sont rejetées dans un récipient a déchets. Les appareils
de ce type peuvent sélectionner une cellules parmi mille et trient

environ cinqg mille cellules a la seconde.
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La combinaison de la centrifugation par élutriation et du trieur de

cellules permet d'augmenter sensiblement ces rendements (Rice et al.,

1984).

L'adaptation d'un certain nombre de ces techniques nous a permis
d'utiliser des populations cellulaires & certains stades de croissance en
vue de l'étude de la structure de leurs glycoconjugués de surface,
notamment la culture & confluence, le double blocage par la thymidine,

le blocage par la bisbenzimide 33342 et le blocage par la sulfo-

vinblastine.
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LES GLYCOCONJUGUES

Les glycoconjugués résultent de l'association par liaison de
covalence d'un glucide, qui prend alors le nom de glycanne, a une
protéine ou a un lipide conduisant, respectivement, aux glycoprotéines
ou aux glycolipides.

Ces composés ont obtenu leurs lettres de noblesse dans les années
60 une fois la démonstration faite qu'ils jouaient un réle important dans
la vie sociale des cellules, grace a leur intégration dans les membranes,
en servant de signaux de reconnaissance et que leur structure était

profondément modifiée lors de la cancérisation.

I. ULTRASTRUCTURE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE.

Les membranes de toutes les cellules, qu'elles soient d'origine
microorganique, végétale ou animale, présentent la méme architecture
moléculaire, illustrée par la figure 11 (page suivante) : un double
feuillet lipidique parsemé de protéines dites intrinséques (totalement
associées a4 la membrane) ou extrinséques (stabilisées par des
interactions électrostatiques au niveau des parties polaires des lipides
ou des protéines intrinséques émergeant hors de la membrane) formant
une "mosaique fluide" (Singer et Nicholson, 1972).

Le caractére hydrophobe de la double couche monomoléculaire
lipidique faisant obstacle aux molécules et ions & caractere hydrophile,
les échanges et réactions nécessaires au fonctionnement de chaque

compartiment cellulaire mettent en jeu des canaux ou des récepteurs

protéiques, par des mécanismes dits actifs, passifs ou facilités.



[Milieu extracellulaire]

Glycolipide Glycoprotéine

Double feuillet
lipidique
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[Milieu intracellulaire]

Figure 11 : Représentation schématique de 1'implantation des glycoconjugués dans la membrane plasmique.
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La membrane qui délimite les contours de la cellule elle-méme,
séparant ainsi le cytosol du milieu extérieur, constitue donc la premiére
barriére a franchir pour toute molécule venue de l'extérieur, signal
hormonal ou nutriment, mais aussi pour tout type d'agresseur comme les

toxines ou les virus.

Les interactions de la membrane cellulaire avec le milieu extérieur
ou les cellules voisines composant le tissu sont primordiales pour le bon
déroulement de la vie cellulaire et tissulaire, ainsi que dans Ila
régulation de la croissance cellulaire ou des phénoménes de
différenciation. Une perturbation de ces interactions pourrait
occasionner la perte de l'inhibition de contact comme dans le cas des
cellules cancéreuses qui se multiplient anarchiquement avant de
métastaser (Abercrombie et Ambrose, 1962 ; Emmelot, 1973 ; Hughes,

1975).

Dans la face externe de la membrane sont intégrés glycoprotéines
et glycolipides dont les glycannes sont directement en contact avec le
milieu extracellulaire et peuvent ainsi servir de récepteurs et
d'antigénes (Watkins, 1979 ; Finne, 1980) ou représenter des signaux
de reconnaissance (Loomes et al., 1984 ; Koscielak, 1986 ; Suzuki et
al., 1986). Ils jouent en outre un roéle important dans le contrdle de la
perméabilité membranaire (revue de Hughes, 1976) et sont des
marqueurs de différenciation (Hakomori et al., 1981). Ces structures
sont spécifiques de la face externe de la membrane plasmique.
Cependant, il semblerait que des O-glycannes (Capasso et al., 1988) ou
des N-glycannes (Pedemonte et al., 1990) puissent se retrouver sur la

face cytosolique de la membrane.
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Sept monosaccharides entrent majoritairement dans la composition
des glycannes : le D-glucose, le D-galactose, le D-mannose, le
L-fucose, le D-xylose, la N-acétyl-D-glucosamine, la N-acétyl-
D-galactosamine et les acides sialiques. Les nombreuses combinaisons
entre ces sucres expliquent la diversité des structures rencontrées a la
surface des cellules.

Parmi ces différents monosaccharides, deux doivent faire !'objet
d'une mention particuliére : les acides sialiques et le fucose. En effet,
tous deux sont toujours en position externe dans les glycannes et le
caractére électronégatif des acides sialiques et hydrophobe du fucose
font certainement intervenir ces glucides dans la cohésion de
I'architecture membranaire, les phénoménes de reconnaissance et
d'adhésion des cellules ainsi que dans les mécanismes de l'inhibition de

contact et de la métastase.

Les glycannes représentent 2 & 10% du poids total des membranes
(revue de Alberts et al., 1983) les plus abondants étant de nature
glycoprotéinique (au minimum 80% des sucres membranaires totaux).

Des modifications apportées a ces glycoconjugués membranaires
peuvent induire des phénoménes de non-reconnaissance et empécher
toute réponse cellulaire aux facteurs externes de régulation (Lloyd,
1975). Leur implication dans de nombreux mécanismes de reconnaissance
cellulaire justifie 'abondance des études effectuées sur les modifications
de leur structure liées a la transformation maligne.

Ainsi, les premiéres observations effectuées a l'aide de lectines ont
montré que la structure des glycoconjugués et l'architecture des
membranes cellulaires étaient profondément modifiées dans les cellules
cancéreuses (Aub et al., 1965a et b ; Burger et Goldberg, 1967 ; Inbar

et Sachs, 1969). La présence de néoantigénes de surface d'origine
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glycannique pourrait donc étre un des facteurs de l'induction de 1la

transformation cellulaire et de la réponse immunitaire.
II. STRUCTURE PRIMAIRE DES GLYCOLIPIDES

Sur la base de la structure de leur copule glycannique, les
glycolipides sont classés en  trois g'roupesl majeurs les
glycosphingolipides, comprenant gangliosides, et les glycoglycérolipides
dont le groupe le plus important renferme les glycérophosphoinositols.
Un quatriéme groupe, les glycosylphospho- polyprénols, concerne les
médiateurs du transport des chaines glycanniques lors de la biosynthése
des glycoprotéines.

Tous les glycolipides sont localisés principalement dans la
monocouche externe de la bicouche lipidique des membranes plasmiques.
Ils y sont insérés gréce a leur partie hydrocarbonée et projettent leur
partie saccharidique hors de la cellule. Ils sont présents dans les
membranes, le plus souvent en faibles quantités (5% de la fraction

lipidique totale).

I1.1. Les glycosphingolipides.

Les glycosphingolipides sont des molécules amphiphiles formées
d'un résidu de sphingosine substitué par amidation d'un acide gras
formant une céramide, elle-méme substituée par un glycanne sur sa
fonction alcool primaire pour constituer ainsi la classe des cérébrosides
(revue de Makita et Taniguchi, 1985).

Glycanne-0-CH _-CH-CHOH-CH=CH-(CH ) -CH
2 2’12 3

NH-CO-acide gras
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II.1.1. Les cérébrosides (ancienne terminologie).
Les cérébrosides sont usuellement classés par rapport a Ila
structure des "noyaux" glycanniques décrits dans le tableau II.

Tableau II : Nomenclature et classification des principales familles de
glycosphingolipides.

Préfixes | Abrev. Structure type

Globo- Gb Gal(B1-3)GalNAc(B1-3)Gal(al-4)Gal(B1-4)Glc
Isoglobo-| 1iGb GalNAc(B1-3)Gal(al-3)Gal(B1-4)Glc

Lacto- Lc (Ga](B1—3)G1cNAc)n(Bl—3)Ga1(B1—4)G1c

Néolacto-| nlLc (Ga](Bl—4)G]cNAc)n(Bl—3)Ga1(Bl—4)G]c
Ganglio- Gg GalNAc(B1-4)Gal(B1-3)GalNAc(B1-4)-Gal(B1-4)Glc

Gala- Ga Gal(al-4)Gal
Arthro- Ar GalNAc(al-4)GalNAc(B1-4)G1cNAc(B1-3)-Man(B1-4)Glc
Mollu- M1 Fuc(al-4)G1cNAc(Bl-2)Man(al-3)Man(B1-4)Glc

Cette classification tient compte du nombre et du type des
monosaccharides présents, de leur séquence, de la position et de
I'anomérie de liaison ainsi que des autres composants comme les
groupements sulfuryles (sulfatides) ou les acides sialiques

(gangliosides).

II.1.2. Les gangliosides.

Ce sont des glycosphingolipides sialylés (revue de Wiegandt, 1985)
contenant, chez 1'Homme, essentiellement de 1l'acide N-acétyl-
neuraminique ou de l'acide N5,09-diacétylneuraminique susceptible d'étre
un marqueur tumoral humain (Naiki et al., 1981 ; Higashi et al., 1984).
Les gangliosides du cerveau des autres vertébrés, exceptées quelques

traces d'acide N-glycolylneuraminique (Tettamanti et al., 1965),
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contiennent l'acide N-acétylneuraminique ou le N5,09-diacéty1-
neuraminique (Ghidoni et al., 1980 ; Chigorno et al., 1982). Les
gangliosides de I'hypophyse de Bovidés contiennent de grandes
proportions d'acide N-glycolylneuraminique (Clarke, 1975).

En général, les gangliosides proviennent des séries ganglio-,
globo- et lacto- (revue de Wiegandt, 1985). La série dont ils sont issus
peut dépendre du type cellulaire, de l'étape de différenciation de la
cellule et de leur organisme d'origine (Kannagi et al., 1983 ; Kundu et
al., 1983).

Ils sont classés suivant leur composition et leur degré de
sialylation (Svennerholm, 1963). Ainsi, le ganglioside responsable de la
maladie de Tay-Sachs (Geiger et Arnon, 1976 ; Geiger et al.,1977) est
le GM2 (1 acide sialique, 3 sucres neutres) :

GalNAc(B1-4)Gal(B81-4)Glc(81-1)Cer
a2-3
Neuac

D'autres acides sialiques peuvent substituer le premier par une
liaison a-2,8 (Tableau III, page suivante).

Environ 70 gangliosides différents ont été répertoriés, le fucose

pouvant substituer parfois le sucre neutre terminal & la place de l'acide

sialique.

I1.2. Les glycoglycérolipides.

Parmi ces glycoconjugués, nous nous limiterons aux plus
importants, les glycérophosphoinositols (GPI).

Ces composés dérivent du glycérol par estérification de deux
hydroxyles par des acides gras et greffage d'un phosphoinositol sur le
troisitme. Ce dernier peut servir de support & des groupements

glucidiques.



Tableau III : Principales structures gangliosidiques

Gal(81-4)Glc(B1-1)Cer Lactocérébroside

\ Gal(B1-4)Glc(B1-1)Cer

laz-3
NeuAc

lUDP-GaINAc

GMms

classées suivant la nomenclature de Svennerholm (1963).

CMP-NeuAc

ﬂ

GalNAc(B1-3)Gal(B81-4)Glc(B1-1)Cer ——

|oz-3
GMm2| Neuac

l UDP-Gal

Gal(81-4)Glc(81-1)Cer mulp
laz-3
NeuAc
|az-8
NeuAc

\

GalNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc(B1-1)Cer wup

Gp2

laz-3
NeuAc
|az -8
NeuAc

\

Gal(B1-4)GalNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc(B1-1)Cer w=)p Gal(B1-4)GalNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc(B1-1)Cer -l

|oz2-3
GMmi1| NeuAc

lCMP-NeuAc

Gp1b

laz -3
NeuAc
laz -8
NeuAc

\

Gal(B1-4)GalNAc(B1-3)Gal(81-4)Glc(B1-1)Cer == Gal(B1-4)GalNAc(81-3)Gal(B1-4)Glc(B81-1)Cer mlp

laz-3 |@z2-3
NeuAc Gp1a| NeuAc

|

la2-3
NeuAc

Gr1b

laz-3
NeuAc
laz -8
NeuAc

\
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Acide gras-co-o-CH2
Acide gras-CO-0O-CH

CBZ-O-phosphoinos1tol-oligosaccharide

La diversité des différentes espéces moléculaires de
glycérophospholipides est d'abord assurée par la nature des tétes
polaires : sérine, éthanolamine, monoéthyl et diméthyl éthanolamine,
choline, glycérol et glycérophosphate, inositol et inositol mono- ou
diphosphate. La nature des chaines grasses situées en position 1 ou 2

ajoute encore a la complexité structurale.

Ces derniéres années plusieurs GPI intervenant dans l'ancrage
membranaire de glycoprotéines de surface comme des hydrolases, des
antigénes et des molécules d'adhésion ont été décrites (voir revue de

Ferguson et Williams, 1988) (Fig. 12).

o]
]
PROTEINE — Asp— C—NH

CH,

CH,

Figure 12 : Structure de base des glycosyl phosphatidylinositols

membranaires d'ancrage.
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Plusieurs modifications peuvent enrichir cette structure : addition
de groupements galactosyl sur le noyau trimannosyl ou de phospho-
éthanolamine, de GalNAc ou d'autres résidus mannosyl. L'inositol peut
étre substitué par un acide gras externe (Ferguson et al., 1988).

Une défection dans 1la biosynthése des GPI impliquerait le
déclenchement de maladies telle que !'hémoglobinurie nocturne
paroxysmale, les protéines fixées aux GPI préviendraient une série
d'incidents de lyse cellulaire lors de l'activation du complément (voir

revue de Doering et al., 1990).

III. STRUCTURE PRIMAIRE DES GLYCOPROTEINES

Les recherches menées sur la structure des glycannes des
glycoprotéines ont permis de distinguer deux types de liaisons
covalentes associant les glycannes aux protéines : les laisons de type
O-glycosidique (O-glycosylprotéines) et de type N-glycosidique
(N-glycosylprotéines), certaines protéines comportant les deux types de
liaisons (N,O-glycosylprotéines) (revues de Montreuil, 1984a et b ;
Sharon et Lis, 1982 ; Horowitz, 1982).

Les O-glycosylprotéines présentent une grande richesse de liaisons
glycanne-protéine grace a l'implication de plusieurs monosaccharides
(L-arabinose, L-fucose, galactose, glucose, mannose, N-acétyl-
galactosamine, N-acétylglucosamine et xylose) et plusieurs acides aminés
hydroxylés (sérine, thréonine, hydroxyproline, hydroxylysine et
tyrosine) ce qui permet de classer ces composés suivant leur mode de
liaison (voir Tableau IV).

Les différentes combinaisons des enchainements et liaisons
(anoméries, positions...) entre sucres expliquent la multitude de

structures rencontrées. Ainsi, un trisaccharide peut donner 1056 formes
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isomériques différentes. L'intérét porté a 1'étude structurale des
glycoprotéines a engendré la découverte de dizaines de structures
différentes, aux spécificités particuliéres et donc aux rodles biologiques

potentiels nombreux et variés.

Tableau IV : Différentes llalsons glycosidiques caractéristiques des

glycoprotéines rencontrées dans la nature.

Asn

GleNAc

b-GLYCOSYLPROTEINES ]

¢

[ N,0-GLYCOSYLPROTEINES ]

t

r 3
O-GLYCOSYLPROTEINES
[ I 1
Ser/Thr || Ser/Thr || - Ser " || HOLys HOPro Tyr o Ser
GalNAc || Man | xy1 Gal L-Araf Glc || GleNAc
Type Type Type Type Type Type Type
Mucine Levare Protéoglycanne Collagine Extensine Glycogdne Env. Nucléaire

I11.1. Composition globale.
Les glycannes possédent, aussi bien dans le cas des N- que dans
celui des O-glycosylprotéines, trois régions distinctes : le noyau, une

séquence répétitive contenant des résidus Gal et GIcNAc et les
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terminaisons non réductrices a base de Fuc, Gal, GalNAc et acides
sialiques.

Comme dans le cas des glycolipides, la nature des monosaccharides
de terminaison peut conférer des propriétés Dbiologiques aux
glycoprotéines, tels les groupes sanguins (voir Fig. 13).

Il est & noter que la présence d'un fucose sur le carbone 3 de la
derniére osamine en position terminale non réductrice exclue la
possibilité de fixation d'un acide sialique sur le galactose (phénoméne

d'exclusion mutuelle).

Fuc(al-4)
Fuc(al-3)
NeuAc/Gc (a2-4)
NeuAc/Gc (a2-6)

1 G1cNAc/GalNAc-R
NeuAc/Gc(a2-3) Gal(B1-3 ou 4)4
NeuAc/Gc(a2-6)
Fuc(al-2)
Gal(al-3)
Gal(al-4)
GalNAc(al-3) |

Figure 13 : Différentes possibilités de substitution des séquences
répétitives des N- ou O-glycannes par des monosaccharides pouvant leur

conférer des propriétés antigéniques.

II1.2. Les O-glycosylprotéines.
Le plus simple des oligosaccharides de la classe GalNAc(al-0O)Ser,
c'est-a-dire de type "mucine", est le disaccharide :

NeuAc(a2-6)GalNAc(al-O)Ser/Thr.
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La plupart des O-glycannes ont cependant au moins deux résidus
et forment des structures branchées dont quelques exemples sont

donnés dans la figure 14.

NeuAc(az2-6)]
GalNAc Disialodisaccharide
NeuAc(a2-3)Gal(al-3 )J

NeuAc(a2-3)Gal(B81-4)G1lcNAc(B1-6)
GalNAc Disialot&trasaccharide
Nequ:(axz-a)Gal(l!l-3)J

NeuAc(a2-3)[Gal(B1-4)GlcNAc(B81-3)] Gal(B1-4)GlcNAc(81-6)]
n
GalNAc Polylactosaminoglycanne
Neum:'(mz-3)Gal(Bl-B)J

Fuc Fuc
al-2 al-2
Gal(al-3)Gal(B1-3)GlcNAc(B1-~6) Gal(B1-4)GlcNAc(81-6)
] GalNac Mégalosaccharide
Gal(Bl-S)GlcNAc(Bl-4)Gal(Bl-3)GlcNAc(Bl-B)Gal(Bl-B)J (activité groupe B)

Gal{al-3)Gal(B1-3)GlcNAc(B1-3)
al-2 al-2
Fuc Fuc

Figure 14 : Exemples d'oligosaccharides liés O-glycosidiquement.

II1.3. Les N-glycosylprotéines.

Les différentes structures N-glycosidiques se créent par
substitution d'un noyau invariant pentasaccharidique, le mannotriosido=-
di-N-acétylchitobiose, par des résidus fucose, galactose, mannose,
N-acétylgalactosamine, N-acétylglucosamine, xylose ou/et des acides
sialiques pour donner trois grandes familles de N-glycosylprotéines
(voir revues de Montreuil, 1984a et b) : glycannes de type oligo-

mannosidique, N-acétyllactosaminique et hybride (Fig. 15).
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III.3.1. Les glycannes de type oligomannosidique.

Leur nom a pour origine le fait que le noyau pentasaccharidique
n'est substitué que par des résidus d'c-mannose. En régle générale,
chez les Mammiféres, les glycannes comportent de 5 a 9 résidus de
mannose (ils peuvent en comporter un trés grand nombre dans le cas

des levures).

La structure & 9 mannoses Sse rencontre couramment dans les
N-glycosylprotéines, comme dans l'unité A de la thyroglobuline de veau
(Ito et al., 1977) d'ou il a été caractérisé pour la premiére fois. Elle
peut représenter le précurseur oligosaccharidique commun aux
N-glycannes lors de leur Dbiosynthése. Sa substitution par Ile
trisaccharide Gle(al-2)Gle(al-3)Glec(al-3) représente le signal de
transfert du transporteur isoprénique du glycanne sur la protéine
acceptrice.

La structure & 5 mannoses est également fréquente et se rencontre

par exemple dans le glycopeptide GP-V de l'ovalbumine (Conchie et

Strachan, 1978).

III.3.2. Les glycannes de type N-acétyllactosaminique.

Dans leur cas, le noyau pentasaccharidique est substitué par un
nombre variable de résidus de N-acétyllactosamine Gal(81-4)GIlcNAc et
éventuellement par des résidus fucose et/ou des acides sialiques en
position terminale non réductrice, c'est-a-dire externe (voir Fig. 15).
Le degré de substitution des mannoses provoque un degré d'anten-
-narisation varié de ces glycannes.

Une premiére hétérogénéité glycannique est donnée par Ila
substitution des mannoses 4 (sur le carbone 4) et 4' (sur le carbone 6)
par des ‘"antennes" supplémentaires illustrant le phénoméne de

polyantennarisation (voir Fig. 15, E).
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Man(al-Z)Man(al-G)]
Man(al-Z)Man(al-B)Ma.n(al-S)*l
A Man(81-4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(B1-N)Asn
Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3)
Man(al-6)]
Man(al-6)7
B M.m(al-B)‘I Man(B1-4)GlcNAc(B81-4)GlcNAc(B1-N)Asn
Man(ai~-3)-
NeuAc (a2-6)Gal({B1l-4)GlcNAc(B81-2)Man(al-6)1 Fuc
al-6
[« Man(B81-4)GlcNAc(B81-4)GlcNAc(B1-N)Asn
Gal(B1l-4)GlcNAc(B81-2)Man(al-3)-
|a1—3
Fuc
NeuAc(a2-6)Gal(B1-4)GlcNAc(81-2 )Han(al-S)'I
D GlcNAc({81-4)Man(B81~-4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(B1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal{B81-4)GlcNAc(81-2)Man(al-3)
(Gal(Bl-A)GlcNAc(Bl-S)})

Gal(B81-4)GlcNAc(81-2)Man(al-6)7
B Man(81-4)GlcNAc(B81~4)GlcNAc(B1-N)Asn
Gal(Bl-d)GlcNAc(Bl-Z)Han(a1—3)J

Gal({B1l-4)GlcNAc(B1-4)
Man(al-s)]

Man(al-3 )Man(a1-6)1
4 Man(81-4)GlcNAc(B81-4)GlcNAc(B1~-N)Asn
GlcNAc(Bl-Z)nan(al-s)J

Gal{B1-4)GlcNAc(B1-4)

Figure 15 : Les structures de base N-glycosidiques sont obtenues par
substitution d'un noyau pentasaccharidique (en gras) : structures
oligomannosidiques & 9 (A) et 5 (B) mannoses, structures de type
N-acétyllactosaminique biantennées (C), a N-Acétylglucosamine
intercalaire (D), tri ou tétraantennées (E), structures hybrides (F).
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Des structures penta- et hexaantennées ont également été décrites
(Frangois-Gérard et al., 1980 ; Yoshima et al., 1980).

Les différentes antennes peuvent étre substituées par un ou
plusieuré résidus de N-acétyllactosamine supplémentaires donnant des
structures poly-(N-acétyllactosaminique) linéaires ou branchées. Ainsi,
dans les membranes des hématies, Koscielak et al. (1976) ont caractérisé

des enchainements de plus de 50 unités de N-acétyllactosamine.

L'addition supplémentaire d'acide sialique peut s'effectuer en
position 8 sur d'autres résidus d'acide N-acétylneuraminique (Finne et
al., 1977) comme dans les glycoprotéines membranaires NCAM (nervous
cell adhesion molecules) qui interviennent dans 1l'adhésion de cellules
nerveuses (Finne, 1975 ; Finne et Makeld, 1985 ; Mac Coy et al.,1985).

Le disialoside NeuAc(a2,9)NeuAc se rencontre en position terminale
de structures poly-N-acétyllactosaminique de glycannes de cellules de
carcinome embryonnaire humain (Fukuda et al., 1985).

Enfin, un résidu de fucose peut également substituer le carbone 6

de I'osamine du point d'attache.

I11.3.3. Les glycannes hybrides.

Ils comportent des motifs empruntés aux deux autres types
structuraux, c'est a dire une partie "oligomannosidique" et des
fragments ou des antennes entiéres de structures de type N-acétyl-

-lactosaminique.

La plupart des glycoprotéines membranaires comportent plusieurs
glycannes ; une grande partie d'entre elles possédent a la fois des

glycannes liés O- et N-glycosidiquement (O,N-glycosylprotéines) comme
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la glycophorine A (Furthmayr, 1977 ; Winzler, 1970) ou a la surface

d'hépatocytes en culture (Debray et Montreuil, 1978).

IV. ROLES DES GLYCOCONJUGUES MEMBRANAIRES.

Les données recueillies & ce jour sur le rdéle biologique des
glycoconjugués membransires sont assez fragmentaires et ne permettent,

dans certains cas, que d'émettre quelques hypothéses.

IV.1. Glycoconjugués et récepteurs membranaires.

Certaines glycoprotéines de surface sont de nature lectinique et
sont responsables de la capture de glycoprotéines circulantes, comme le
récepteur hépatique d'Ashwell (Morell et al., 1968 ; Ashwell et Morell,
1974) chargé de l'élimination des asialoglycoprotéines circulantes, des
cellules agées ou toute autre entité possédant un galactose terminal non
substitué. La fixation et I'internalisation d'hormones comme l'insuline
(Jacobs et al., 1977), de toxines comme la ricine, d'agents mitogénes
comme la concanavaline A ou l'isolectine L 4-PHA, qui induisent Ila
transformation blastique des lymphocytes, s'effectuent également par
I'intermédiaire de tels récepteurs.

D'autres récepteurs sont responsables du transit intracellulaire de
glycoprotéines, comme le ciblage des enzymes lysosomiques vers les
lysosomes par l'intermédiaire d'un récepteur spécifique du mannose-6-
phosphate (Sahagian et al., 1981 ; Hoflack et Kornfeld, 1985 a et b ;
Von Figura et Hasilik, 1986).

Les lectines membranaires vont reconnaitre les glycannes d'autres

cellules, de protozoaires (Ravdin et al., 1989), de bactéries, de virus
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ou de tout autre organite présentant des glycoconjugués de surface

(voir revue de Monsigny et al., 1979) et en faciliter 1'adhésion.

D'autres travaux ont montré que des glycoprotéines de surface
étaient également capables d'induire 1la réassociation de cellules
préalablement dispersées (Greig et Jones, 1977).

La cohésion tissulaire est assurée par les glycannes des glyco-
conjugués qui interagissent avec les constituants des matrices
extracellulaires : fibronectines, laminine, collagénes et protéoglycannes.
Un blocage de la glycosylation perturbe les interactions entre les
fibronectines et les cellules composant le tissu.

Quatre grandes familles moléculaires interviennent dans 1l'adhésion
cellulaire : les intégrines, les sélectines (comprenant une sous-unité
lectinique), certaines molécules apparentées aux immunoglobulines et les
cadhérines.

Ces derniéres sont des glycoprotéines intrinséques de la membrane
cellulaire dont le domaine N H2 terminal déborde largement dans la partie
extracellulaire. Elles assurent une adhérence homophile forte permettant
l'agrégation de cellules identiques en tissus solides. Elles sont classées
selon leur tissu d'origine : les L-CAM (Liver Cell Adhesion Molecules)
(Bertolotti et al., 1980), les N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecules)
(Finne et Makeld, 1985). Elles sont également capables de transmettre
des signaux du milieu extérieur a la cellule afin d'engendrer des

modifications cellulaires.

L'apparition de modifications dans les populations glycanniques
peut anéantir ces liaisons et perturber la cohésion des tissus. Des

cellules pourraient alors diffuser et métastaser dans des tissus
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possédant les récepteurs lectiniques adéquats pour les fixer (revue de
Debray, 1979).

Plusieurs travaux ont montré que les principaux monosaccharides
impliqués dans le phénoméne de métastase seraient les acides sialiques
et le fucose. Ainsi, des lignées de cellules métastatiques Balb/c 3T3
présentent une sialylation de surface plus prononcée que les mémes
cellules peu ou pas du tout métastatiques (Yogeeswaran et al., 1979 ;
Yogeeswaran et Salk, 1981).

Dans des mélanomes murins peu métastasants, le taux d'acides
sialiques diminuerait parallélement & l'augmentation du taux de fucose,
alors que les cellules présentant ce phénotype inversé seraient treés
métastasantes (Finne et al., 1980). Dans le méme domaine, un
métabolisme altéré du fucose serait lié a un phénotype de cellules
tumorales peu métastatiques (Dennis et Kerbel, 1981).

Par contre, du point de vue sialylation, certains auteurs ne
mettent pas en évidence de différences significatives dans celle-ci mais
plutét une relation entre l'augmentation du pouvoir métastatique des
cellules et la diminution du nombre d'accepteurs glycanniques aux

sialyltransférases (Passaniti et Hart, 1988).

IV.2. Glycoconjugués et inhibition de contact (voir revue de Wieser et
Oesch, 1992).

La croissance cellulaire est dépendante de 1la quantité de
nutriments disponible, de la présence ou de l'absence de certains
signaux hormonaux, mais également de la densité cellulaire : cette
croissance s'arréte lorsque les cellules normales interagissent
physiquement. C'est l'inhibition de contact, phénoméne qui disparait

lors de la transformation cellulaire.
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Cette inhibition de contact est liée & la présence de certaines
structures glycosylées, en particulier la '"contactinhibine", une
glycoprotéine régulant la croissance cellulaire.

Son activité biologique est portée par des chaines N-glycanniques,
a résidus galactose terminaux libres. La présence d'acides sialiques
inhibe le rdle de cette molécule.

Pour étre active, elle doit étre immobilisée. Elle l'est en particulier
avec les fibres cytosquelettiques, par l'intermédiaire de la vimentine, un
substrat de la protéine kinase C et de la p34CdC2.

Aprés adhésion entre cellules, via les CAM, cadhérines ou
intégrines, les signaux intracellulaires sont déclenchés et ménent a
I'ancrage de la contactinhibine sur le cytosquelette.

Cette molécule interagit alors spécifiquement avec un récepteur,
via des résidus de galactose libres, ce qui induit un changement de
conformation de ce récepteur suivi de la libération d'un peptide
inhibiteur de la croissance cellulaire, ainsi que des phénomeéenes
d'activation/inactivation de kinases, phosphatases ou d'intermédiaires
intervenant dans le mécanisme d'action des inositol-phosphates.

La phosphorylation de résidus tyrosine du récepteur inhibe ses
interactions avec la contactinhibine.

Le haut degré d'activités de phosphorylation lors de la
transformation cellulaire pourrait expliquer la perte de l'inhibition de

contact, synonyme de croissance anarchique, suite & la non-fixation de

la contactinhibine sur son récepteur phosphorylé.

IV.3. Antigénicité des glycoconjugués membranaires.
Les glycolipides et 1les glycoprotéines présentent de fortes
analogies de séquences glycanniques. Trois unités saccharidiques

principales s'y retrouvent et sont & la base des activités antigéniques



ABO et Lewis, aprés substitution par divers monosaccharides (Koscielak

et al., 1973 ; Feizi, 1981). Ces copules immunodominantes sont décrites

dans le tableau V.

Tableau V : Principales structures glucidiques porteuses de déterminants
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antigéniques comme les systémes ABO et Lewis.

GROUPES ANTIGENIQUES STRUCTURES
Gal(B1-4)G1cNAc-R
H |al-2
Fuc
GalNAc(al-3)Gal(B1-3 ou 4)GIcNAc-R
A |al-2
Fuc
Gal(al-3)Gal(B1-3 ou 4)GIcNAc-R
B al-2
Fuc
a Gal(B1-3)G1cNAc-R
Le |al-4
Fuc
b Gal(B1-3)G1cNAc-R
Le |al-2 |al-4
Fuc Fuc
x Gal(B1-4)GlcNAc-R
Le jal-3
Fuc
Gal(B1-4)G1cNAc-R
LeY lal-2 " |al-3
Fuc Fuc
i Gal(B1-4)G1cNAc(B1-3)Gal(B1- )
Gal(B1-4)G1cNAc(B1-6)
I Gal(Bl- )
Gal(B1-4)G1cNAc(B1-3)

Généralités
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Essentiellement portés par les glycolipides, les "immunoglycannes"
peuvent également posséder un support de nature protéinique (Takasaki
et al., 1978).
également lié aux glycoprotéines membranaires (Strominger et al.,
1974). Cependant cette propriété est due a la fraction protéique et non
a la fraction glucidique.

Les déterminants Ii caractéristiques de la maturation antigénique
lors de la différenciation cellulaire se différencient par l'action d'une
B-6-N-acétylglucosaminyltransférase (Hakomori et Kobata, 1974 ; Feizi,
1981).

Par contre, la taille et la conformation spatiale des structures
glycanniques sont susceptibles de masquer certains sites peptidiques
antigéniques et donc occasionnent la perte de cette antigénicité

(Montreuil, 1984b).

1V.4. Glycoconjugués et perméabilité membranaire.

Le réle joué par les glycoconjugués dans la régulation de la
perméabilité membranaire a été révélé par des travaux montrant que
I'inhibition de la glycosylation des protéines perturbait le transport
membranaire du glucose ainsi que son métabolisme (Olden et al., 1979).
La partie glycannique des glycoprotéines est nécessaire au transport
des ions minéraux et substances organiques de faible poids moléculaire a
travers la membrane plasmique.

Par le contrdle de la perméabilité des membranes cellulaires, les
glycannes des glycoconjugués de surface interviennent dans la
régulation du métabolisme cellulaire. Toute modification de leur

composition ou de leur structure peut mener & des perturbations
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métaboliques de la perméabilité membranaire, comme celles rencontrées

lors de la transformation cellulaire (Pardee, 1975).

V. CYCLE CELLULAIRE ET GLYCOSYLATION DE SURFACE

Le métabolisme des glycoconjugués est différent pour Iles
glycolipides et les glycoprotéines (voir revues de Makita et Taniguchi,
1985 ; Wiegandt, 1985 ; Conzelmann et Sandhoff, 1987, pour les
glycolipides et Kornfeld et Kornfeld, 1985 ; Carraway et Hull, 1989 ;
Schachter et Brockhausen, 1989, pour les glycoprotéines). Pour ces
derniéres, il varie également suivant le type de liaison de la partie
glycannique sur la protéine. Tous ces processus de synthése et de
maturation des glycannes sont complexes et régis par des activités
enzymatiques rigoureusement séquenceées.

En partant du principe que ces enzymes peuvent s'exprimer & des
moments différents du cycle cellulaire, il est logique de penser que la
cellule présente une hétérogénéité dans sa composition glycannique de

surface lors du cycle.

V.1. Implications des glycannes dans la transformation cellulaire.

Des travaux réalisés a l'aide de lectines comme la ConA et la WGA
ont montré que la transformation cellulaire affectait la glycosylation des
glycoconjugués de surface (Aub et al., 1963, 1965a et b).

D'autres études ont, par la suite, révélé que les cellules
transformées présentaient des morphologies glycanniques différentes a

plusieurs niveaux :

1) Alors que la tendance générale des glycolipides est la

simplification de leurs copules glycanniques (Hakomori et Murakami,
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1968), les glycoprotéines voient une augmentation globale de la taille de
leurs glycannes par polylactosaminylation, c'est & dire "polymérisation"
d'unités disaccharidiques Gal(81-4)GlcNAc sur les galactoses terminaux

des structures de type N-acétyllactosaminique (Ogata et al., 1976).

2) La transformation est liée & une augmentation de la taille des
glycannes par polyantennarisation (Meezan et al., 1969), c'est & dire du
nombre de branchements sur les mannoses du noyau pentasaccharidique
(Warren et al., 1978 ; Yamashita et al., 1984 ; Debray et al., 1986 ;
Pierce et Arango, 1986).

La métastase est associée a une élévation du taux de branches
[GlcNAc(B81,6)Man(al,6)Man(B1)] liée &a une activité accrue de 1la

N-acétylglucosaminyltransférase V (Dennis et al., 1987).

3) Une autre caractéristique mise en évidence est 1'hypersialylation
des structures N-acétyllactosaminiques et des O-glycannes (Warren et
al., 1972 ; Yogeeswaran et Salk, 1981).

Ce taux de sialylation est & rapprocher de celui observé dans les
cellules embryonnaires : au stade adulte ce taux diminue. En outre, il a
été détecté la présence de nombreux glycannes tri- et tétra-antennés

comprenant des enchainements d'acides sialiques en a-2,8.

4) L'enrichissement en glycannes de type oligomannosidique, comme
dans les cellules normales en croissance, est signe d'un métabolisme trés

actif (Ceccarini, 1975).

5) De nouvelles structures apparaissent : mise en évidence de

structures a N-acétylglucosamine intercalaire alors que le phénotype
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normal n'en présente pas (Yamashita et al., 1983) ou apparition de

glycannes tronqués.

6) De méme, apparaissent de nouveaux antigénes liés a la
sialylation ou a la fucosylation (Hakomori et Jeanloz, 1970) comme le
disialoside NeuAc(a2-9)NeuAc en position terminale des structures
poly-N-acétyllactosaminiques des cellules du carcinome embryonnaire
humain (Fukuda et al., 1985).

Les antigénes T et Tn, portés par les O-glycannes, sont retrouvés
dans des carcinomes et non dans les tissus sains (Springer et al.,

1974).

Certains antigénes embryonnaires comme I'antigéne de Forssman
(Noonan et Burger, 1971) ou les antigénes SSEA (Stage-Specific
Embryonic Antigen) (Kannagi et al., 1983) se retrouvent dans les

cellules différenciées et tranformées.

Les TAA (Tumor Associative Antigen) :

L'analyse d'antigénes associés aux tumeurs a permis de déterminer
la nature glycannique de beaucoup d'entre eux (voir revue de
Hakomori, 1989). Initialement, des perturbations structurales de la
glycosylation ont surtout été justifiées par l'accumulation de glycolipides
fucosylés dans des adénocarcinomes humains tels que les antigénes Lea,
Leb, Le® et LeY (voir tableau V , page 68). Les anticorps qui en ont
été synthétisés ont des réactions préférentielles avec les cellules
tumorales. Par la suite, d'autres structures tumorales analogues, mais
sialylées, comme les antigénes sialyl Lea, disialyl Le? et sialyl Le* (voir
tableaux V, page 68 et VI, page suivante) ont été considérées comme

faisant partie de la famille des TAA.



Tableau VI : Structures glycolipidiques mises en évidence dans des cancers.

Sialyl Le? (cancer du colon humain)

Disialyl Le? (adénocarcinome du colon)

Sialyl Lex (cancer du poumon et du sein)

SSEA-4 (tératocarcinome humain)

Gal(B1-3)GIcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc(Bl-1)Cer
|x2-3 |a1-4
NeuAc Fuc

NeuAc

|a2-6
Gal(B1-3)G1cNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc(B1-1)Cer
|2-3 |al-4

NeuAc Fuc

Gal(B1-4)G1cNAc(B1-3)Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Gic(Bil-1)Cer
|a2-3 |al-3 |al-3
NeuAc Fuc Fuc

Gal(B1-3)GalNAc(B1-3)Gal(al-4)Gal(B1-4)G1c(B1-1)Cer

ja2-3
NeuAc
D.1.1 (tumeur de cerveau de rat) ?al(Bl—4)G]c(Bl—l)Cer
a2-3
NeuAc
|a2-8
09—AcNeuAc
Antigéne de Forssman (carcinome embryonnaire murin) GalNAc(al-3)GalNAc(B1-3)Gal(al-4)Gal(B1-4)G1c(B1l-1)Cer

Antigéne Hanganutziu-Deicher (HD3)

NeuGc(a2-3)Gal(B1-4)Glc(B1-1)Cer

893TTRIFUSD
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D'autres antigéenes sont également associés aux tumeurs, comme
I'antigéne de Forssman (groupement al-3GalNAc) et les antigénes

Hanganutziu-Deicher caractérisés par la présence de NeuGc.

Toutes ces modifications vont gravement perturber la cellule dont
le phénotype voit apparaitre quelques particularités (Robbins et
Nicholson, 1975) :

* fluidité et perméabilité membranaire modifiées

* perte de l'inhibition de contact

* charges de surface modifiées

* augmentation de 1l'agglutinabilité par certaines lectines
* adhésivité modifiée

* modifications structurales

* perte d'antigénes, apparition de nouveaux antigénes

V.2. Les glycoconjugués et la différenciation cellulaire.

Des travaux sur un autre phénoméne naturel important, la
différenciation ont mis en évidence des variations des glycannes de
surface en fonction de 1'état de différenciation de la cellule (Hakomori,
1984 ; revues de Feizi, 1985 ; Bourrillon et Aubery, 1989).

Les glycoprotéines de surface et leurs modifications durant
I'embryogenése jouent un roéle clef lors des événements morphologiques
et biologiques des différentes phases de la différenciation cellulaire

(Martinez-Palomo, 1970 ; Roseman, 1974 ; Frazier et Glaser, 1979

we

Edelman, 1983 ; Lennarz, 1983 ; Damsky et al., 1984 ; Ivatt, 1984

“we

Bozzaro, 1985).

Outre les variations en taille des structures glucidiques de cellules

de carcinome embryonnaire lors de leur différenciation (Prujansky-
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Jacobovits et al., 1979), l'agglutinabilité des cellules est généralement
forte lors des stades précoces du développement pour décroitre
graduellement ensuite et finir par disparaitre (Nicolson, 1974 ;
Oppenheimer, 1977). Ainsi, des embryons de souris aux stades morulae
et blastocyte sont reconnus par des lectines & fucose alors que d'autres
lectines reconnaissent sans distinction tous les stades (Dealtry et al.,
1987).
La croissance in vitro de fibroblastes peut étre inhibée par des

lectines alors qu'elle peut étre stimulée & un stade plus tardif (Aubery

et Bourrillon, 1975 et 1976).

Chez les Mammiféres, le développement embryonnaire commence
avec l'ovogenése et progresse par la fertilisation jusqu'au stade du
blastocyte. Des oeufs fertilisés et des embryons de Souris en début de
division sont agglutinés par la concanavaline A, alors que les oeufs non
fertilisés ne le sont pas. Cette fertilisation a donc entrainé des
changements dans les structures glycanniques de surface (Pienkowski,
1974 ; Sobel et Nebel, 1976 ; Magnuson et Stackpole, 1978). Cette
agglutinabilité diminue par la suite pour disparaitre au stade du

blastocyte (Rowinski et al., 1976).

Des cellules de carcinomes embryonnaires peuvent également
présenter d'importantes modifications lors de leur différenciation. Ainsi,
la. PNA qui reconnait la structure Gal(B81-3)GalNAc, présente une
affinité pour des cellules immatures, mais la perd avec les mémes
cellules différenciées (Reisner et al., 1977). En utilisant cette
propriété, le fractionnement de thymocytes murins est rendu possible

par agglutination des thymocytes immatures par la PNA (Sharon, 1983).
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La ConA, la WGA et la RCA présentent un maximum d'agglutina-

-bilité sur des oeufs atteignant la maturité, mais la perdent

progressivement lors des stades suivants jusqu'a ce que l'embryon ait

atteint le stade du blastocyte (Nicolson et Yanagimachi, 1974 ;
Yanagimachi et Nicolson, 1976).

Les structures saccharidiques sont donc des marqueurs de surface

permettant aussi bien la distinction entre cellules matures et immatures

qu'entre cellules normales et transformées.

Plusieurs antigénes de surface varient lors de la différenciation
cellulaire ; l'antigéne i en fait partie, il est dominant lors de
I'embryogenése et est progressivement remplacé par l'antigéne I (voir
Tableau V, page 68), phénoméne se résumant a l'addition d'un
branchement en B-1,6 sur des unités de répétition Gal(B81-4)GlcNAc
(Niemann et al., 1978 ; Watanabe et al., 1979 ; Feizi, 1981).

Un autre antigéne, le SSEA-1 ou Lewis x (Stage-Specific
Embryonic Antigen) est porté par une N-acétyllactosamine (antigéne de
type I) fucosylée en a-1,3 (Tableau V, page 68), structure retrouvée
dans des cellules embryonnaires, de souris entre autres, mais également
dans des adénocarcinomes. L'addition d'un deuxiéme résidu de fucose
(a-1,2) sur le galactose masque l'expression du déterminant SSEA-1
(Gooi et al., 1981). D'autres structures se présentent également comme

des marqueurs de différenciation : Ley, SSEA-3, SSEA-4, H...

La plupart des structures de surface sont caractérisées par la
présence de fucose dans le cas des embryons précoces de Souris ou des
carcinomes embryonnaires (Muramatsu et al., 1978, 1979a et b, 1980 ;
Prujansky-Jacobovits, 1979), ainsi que par la présence de structures

poly-N-acétyllactosaminiques (Muramatsu et al., 1983). Ces structures
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de poids moléculaire élevé changent considérablement lorsque ces

cellules se différencient et disparaissent au profit de glycopeptides de

taille plus réduite et de type oligomannosidique, structures retrouvées
couramment dans les cellules matures.

Dans le cas particulier des glycolipides, il a été montré que le

taux de GM, chute dans l'intestin de rat quelques jours aprés la

3
naissance. De plus l'acide N-glycolylneuraminique remplace
progressivement l'acide N-acétylneuraminique (Bouhours et Bouhours,

1983).

V.3. Les glycoconjugués et le cycle cellulaire.
V.3.1. Résultats globaux.

L'application de diverses méthodes exploratrices a conduit a la
démonstration que les glycoconjugués membranaires subissaient de

profondes modifications au cours du cycle cellulaire.

V.3.1.a. Variations de la sialylation.

Des premiers travaux ont montré que des cellules présentaient une
mobilité électrophorétique plus élevée en mitose et/ou en G2 et que
l'action d'une neuraminidase atténuait partiellement cette mobilité.

Les acides sialiques en sont donc une des principales causes, mais
toutefois d'autres composés doivent intervenir (Mayhew, 1966 ; Brent et
Forrester, 1967). En effet, dans les cellules CHO, les quantités d'acide
sialique par unité de surface durant le cycle ne changent pas et les
variations de vitesse électrophorétique observées seraient dies, selon
Kraemer (1987), & un changement de conformation des groupements

porteurs d'acides sialiques & la surface cellulaire.
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V.3.1.b. Utilisation de lectines.

L'utilisation de lectines marquées a également permis de révéler
quelques variations dans la glycosylation des cellules selon leur état de
croissance : ainsi, les cellules 3T3 transformées sont reconnues par la
WGA (spécifique des résidus d'acide sialique et de N-acétylglucosamine
en position intercalaire dans une structure biantennée) et non les
cellules normales en interphase. Par contre, lors de la mitose, elles sont
également ciblées par cette lectine, ce qui confirmerait une hypothése
rapprochant la morphologie des cellules transformées de celles des
cellules normales en mitose (Fox et al., 1971).

Des fibroblastes en mitose fixent plus de concanavaline A que les
mémes cellules en interphase (Pasternak et al., 1974). Les sites de
fixation de cette agglutinine diminuent durant la phase Gl' Si les sites
de fixation de la ConA en sont recouverts, les cellules tranformées
peuvent retrouver le contrdole de leur croissance. Il n'y a pas de
diminution du nombre de sites dans les cellules transformées et les
cellules continuent de fixer de grandes quantités de Con A durant toute
la durée du cycle. Leur surface doit étre perturbée et ceci est sans
doute en relation avec la perte du contréle de leur croissance. Cette
perturbation de surface se retrouve dans la mitose et serait nécessaire
a la poursuite du cycle (Turner et Burger, 1974).

Cette méme concanavaline A bloque l'entrée en phase S des
fibroblastes d'embryon de Poulet en modulant la mobilité des récepteurs
de surface, modulation que ne peut reproduire la succinyl-ConA qui
n'induit donc pas de blocage (McClain et al., 1977).

Des modifications du cytosquelette et de la synthése de 1'ADN sont

également occasionnées par cette lectine (Bodo et al., 1990).
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V.3.1.c. Mesure d'activités enzymatiques.

Une augmentation de l'activité de la galactosyltransférase de
surface a été détectée ainsi que la libération de cette enzyme dans les
cellules en croissance a la différence de ces mémes cellules au repos
alors qu'il n'y aurait pas libération de sialyl ou de fucosyltransférases
dans le milieu (LaMont et al., 1977).

Des activités glycosidasiques ont été mesurées dans les cellules
BHK-21 : seules l'a-D-mannosidase et la B-D-glucosidase présentent des
activités diminuées de moitié dans les cellules en division (Glick et
Buck, 1973). Des mesures identiques dans des cellules KB ont mis en
évidence une augmentation d'activité (2 & 6 fois) en fin de phase S

(Chatterjee et al., 1975).

V.3.1.d. Utilisation de radioéléments.

Des mesures d'incorporation de précurseurs glucidiques marqués
ont montré que, dans les cellules KB, l'incorporation de glucosamine
augmentait a la surface juste aprés la division, que le pourcentage
d'incorporation dans les protéines solubles restant constant durant tout
le cycle (Gerner et al., 1970) et que les taux de fucose, galactose et
mannose diminuaient lors de la mitose alors que le taux d'acide sialique
diminuait plus tardivement (Glick et al., 1970).

Dans le cas plus précis des glycoprotéines, l'incorporation maximale
de fucose tritié se déroule également en fin de phase S (Nowakowski et
al., 1972) de méme que la glucosamine dans les cellules murines L
(Bosmann et Winston, 1970 ; Gerner et al., 1970) et que le galactose
(Chatterjee et al., 1973).

Un maximum d'incorporation de galactose dans les glycosphingo-

lipides a été observé lors des phases M et Gl'
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La synthése des glycosphingolipides en fin de cycle pourrait étre
expliquée par le fait que les glycosyltransférases des glycolipides sont
des glycoprotéines qui sont synthétisées peu de temps auparavant

(Chatterjee et al., 1973).

V.3.2. Glycolipides et cycle cellulaire.

Dans le cas général des glycolipides, on n'observe pas de
variations de ces structures a la surface des cellules NIL transformées
durant le cycle, alors que les mémes cellules normales présentent une
population plus riche en cellules en phase Gl’ surtout en ce qui
concerne les tétra- et pentasaccharides des céramides (revue de
Hakomori, 1975).

D'autres études confirment l'accumulation de GSLs, série globo, en
phase G1 (Wolf et Robbins, 1974).

Les céramides penta-, tétra- et trisaccharidiques de cellules NIL
sont caractérisés par un maximum de marquage en phase G1 et un
minimum en phase S (par action de galactose oxydase suivie de la
réduction par le borohydrure tritié). Les concentrations de ces
composés seraient constantes durant les diverses phases et les
différences de marquage s'expliqueraient par une organisation différente
des assemblages de surface (Gahmberg et Hakomori, 1974). Les cellules

transformées ne présentent pas une telle hétérogénéité.

V.3.3. Glycoprotéines et cycle cellulaire.
V.3.3.a Intermédiaires de synthése.

Des travaux concernant les N-glycosylprotéines ont mis en
évidence des liens entre la synthése des intermédiaires lipidiques et la
progression du cycle : des cellules cultivées en présence de

tunicamycine voient leur état de repos prolongé aprés la mitose, le méme



* 81 *

Généralités

phénotype étant observé sur les cellules privées de sérum (Larsson,
1985).

La quantité de dolicholphosphate augmente linéairement tout au
long du cycle cellulaire pour finir doublée en fin de phase S, par
rapport au début de la phase Gl‘ De méme, la CTP-dépendante dolichol
kinase, la cis-prényltransférase et la dolichol-pyrophosphatase
présentent un regain d'activité lors de la phase G1 pour atteindre un
maximum en phase S alors que l'activité dolichol-phosphatase ne varie
pas.

La cis-prényltransférase ou/et le couple kinase/phosphatase
réguleraient le taux de dolichol phosphate dans la cellule (Adair et
Cafmeyer, 1987).

La présence de tunicamycine dans le milieu de culture de cellules
gliales de rat nouveau-né provoque un blocage de la synthése des
glycoprotéines ainsi que celle de 1'ADN sans action apparente sur la
synthése protéique. Cette action se déroulerait donc en fin de phase

G,. Il semble que le bon déroulement de la synthése des glycoprotéines

1°
soit nécessaire au bon déroulement de la réplication (Ishii et Volpe,
1987).

D'autres cellules cultivées a confluence présentent un déficit en
synthése du précurseur des dolichols qu'est le mévalonate, ainsi qu'un
arrét de la réplication de I'ADN. En ajoutant du mévalonate ou des
dolichols & ces cellules, on provoque un redémarrage de la réplication.
Le méme phénoméne est conservé avec les cellules privées de sérum qui
reprennent leur synthése d'ADN aprés addition de dolichol mais non
aprés addition de mévalonate. La synthése du mévalonate est activée par
le sérum ou les facteurs de croissance et inhibée par la confluence des

cellules, c'est a dire lors de l'entrée en quiescence des cellules

(Larsson, 1988).
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Le 2-désoxyglucose, un inhibiteur de la synthése des oligo-
saccharide-dolichols, bloque la biosynthése des glycoprotéines en phase
Gl’ mais aussi celle de 1'ADN en phase S des astrocytes. L'addition de
mannose dans le milieu élimine ce processus.

L'action de la monensine, un inhibiteur du transport intracellulaire
des glycoprotéines, prévient la progression en phase S. La synthése de
glycoprotéines en phase G1 suivie de leur transport vers la surface est
donc nécessaire a la croissance des astrocytes (Ishii et Volpe, 1990).

Ces résultats sont confirmés par la découverte de mutants
cellulaires déficients en intermédiaires glycolipidiques et affectés

également dans leur croissance (Nishikawa, 1991).

V.3.3.b. Structures glycanniques de surface.

Ces perturbations dans le métabolisme des intermédiaires de la
synthése des N-glycosylprotéines se retrouvent lors des analyses des
structures a la surface des cellules. Ainsi, des fibroblastes BHK-21 en
croissance sont enrichis en glycopeptides de surface de poids
moléculaires plus élevé par rapport aux mémes cellules au repos.

Des différences structurales aux alentours de la liaison
N-glycosidique s'ajoutent & ces perturbations pondérales (Muramatsu et

al., 1973). Cette différence pourrait étre dide aux variations du taux de

sialylation (Warren et al., 1972).

Des extraits trypsiques et pronasiques de cellules BHK-21 en
phase exponentielle de croissance présentent par gel-filtration un
enrichissement en structures glycanniques lourdes par rapport aux
cellules confluentes. Ce phénoméne se retrouve chez les mémes cellules

transformées (Buck et al., 1971).
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Des cellules épithéliales confluentes comportent une plus grande
proportion d'oligosaccharides complexes que les mémes cellules en
croissance, la ConA perdant son efficacité de fixation au fur et a
mesure que la densité cellulaire augmente. Par gel-filtration, il n'y a
pas de différences en glycopeptides dans ces cellules, mais les cellules
confluentes incorporent deux fois plus de fucose dans les fractions
reconnues par la ConA.

Les glycopeptides de faible masse sont plus nombreux dans les
cellules confluentes, ceci étant did & une quantité moindre d'acides
sialiques dans la composition de leurs glycannes.

L'inhibition de la croissance cellulaire par l'acide rétinoique ou le
cortisol n'entraine pas de différences avec les cellules subconfluentes.
Les altérations des structures oligosaccharidiques ne dépendraient pas
de la croissance cellulaire, mais de la densité du milieu en cellules

(Sasak et al., 1982 et 1983).

L'analyse en gel-filtration de glycopeptides de fibroblastes BHK-21
bloqués en métaphase a l'aide de sulfo-vinblastine réveéle une proportion
de structures lourdes & fucose similaire a celle provenant de cellules en
croissance rapide ou de cellules transformées (Glick et Buck, 1973).

Ces mémes cellules en métaphase présentent une décroissance de
43% de leur taux d'acides sialiques par rapport aux autres cellules.

Les cellules bloquées par la thymidine présentent un taux d'acides
sialiques similaire & celui des cellules en croissance exponentielle. La
différence observée chez les cellules bloquées par la sulfo-vinblastine
n'est donc pas diie a l'arrét de croissance. D'autre part, le taux de

fucose incorporé est triplé dans les cellules en métaphase par rapport

aux cellules en interphase (Glick et Buck, 1973).
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VI. CONCLUSIONS.

Si nous voulons résumer ces quelques travaux préliminaires
concernant les glycoprotéines, nous devons retenir principalement le fait
que la composition des structures glycanniques est susceptible de varier
et d'entrainer une évolution en taille de ces glycannes : celle-ci
augmenterait dans les cellules en réplication active par rapport aux
cellules confluentes (certains auteurs différenciant densité et croissance
cellulaire). Les cellules en mitose auraient évidemment un phénotype
glycannique identique aux cellules en croissance et les structures moins
complexes auraient des taux plus importants dans les cellules en
division et une affinité plus grande pour une lectine comme la
concanavaline A.

Ces remarques nous ont donc incités & analyser plus précisément
les bouleversements structuraux potentiels de la surface cellulaire lors
de chacune des quatres phases du cycle mitotique.

Notre travail a donc consisté a préparer des populations
fibroblastiques enrichies en phases GO/GI’ S, G2 et Mitose.

Les structures glycanniques des glycoprotéines membranaires ont
ensuite été étudiées sous la forme de glycopeptides par une série de
fractionnements par chromatographie de gel-filtration, puis d'affinité sur
lectines immobilisées.

Cette recherche a nécessité la mise au point d'un fractionnement
d'oligosaccharides et de glycopeptides par chromatographie d'affinité a

haute performance sur lectines immobilisées sur silice.
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1. MATERIELS ET METHODES.

1.1. Modéles expérimentaux.

I1.1.1. BHK-21 (Baby Hamster Kidney).
Ces cellules sont des fibroblastes de rein de Hamster syrien

nouveau-né Mesocricetus aureautus (Fig. 16, page suivante), établis en

lignée (BHK-21) depuis 1961 (Macpherson et Stoker, 1962). Elles sont
cultivées (au laboratoire, par Myriam Lecocq) dans un milieu MEM de
Glasgow (BHK-21) Gibco (Macpherson et Stoker, 1962) additionné de 10%
de sérum de veau nouveau-né, de bicarbonate de sodium (2,75g/1), de
bactotryptose, d'antibiotique (auréomycine & 5mg/l) et de fungizone a
2,5mg/l. Les cultures sont réensemencées deux fois (en sept boites) par
semaine.

Les mémes cellules transformées par le virus du sarcome de Rous
(cellules HSV) sont cultivées dans le méme milieu que les BHK-21
normales, mais sont réensemencées en quatre boites, deux fois par

semaine.

1.1.2. NIH 3T3.

Il s'agit de fibroblastes sains de Souris. Ces cellules sont cultivées
(Institut de Recherches sur le Cancer de Lille, Laboratoire de Maud
Collyn-d'Hooghe) dans un milieu MEM modifié (Dulbecco) additionné de
10% de sérum de Veau nouveau-né décomplémenté et d'amphotéricine B
(Boehringer) a 0,25ug/ml. Elles sont réensemencées (en huit ou dix)
deux fois par semaine.

Les mémes cellules transformées par l'oncogéne ras (EJ-ras), aprés

transfection par la technique au phosphate de calcium et les foyers
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Figure 16 : Photographies (X 400) représentant des fibroblastes BHK-21
répartis dans les quatre phases du cycle cellulaire et colorés par la
méthode de Feulgen.
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obtenus ont été amplifiés et maintenus en culture. Elles sont cultivées

dans les mémes conditions que les NIH 3T3 normales.

I.1.3. Fixation.
Toutes ces cellules sont décollées par une solution d'Earle EDTA
(EDTA 5,5mM, Gle 5,5mM, KCl 5,4mM, NaCl 120mM, NaHCO3 26mM,

NaH2PO .H,O 1mM), mises en suspension a l'aide d'une pipette, puis

4°7°2
rincées trois fois par du PBS. Chaque culot cellulaire est repris par 2ml
de PBS et les cellules sont fixées par addition d'éthanol froid a 70%,
goutte a goutte, sous agitation.
Elles sont ensuite conservées a 4°C en attendant leur analyse ou
I'extraction de leurs glycoprotéines membranaires.
Les populations cellulaires ont été analysées dans un premier temps
a4 l'aide d'un cytométre SAMBA 200, puis a l'aide d'un cytofluorimétre de

flux aprés coloration des noyaux par un marqueur approprié : réactif

de Schiff dans le premier cas et iodure de propidium dans le second.

I1.2. Analyses au cytométre SAMBA.

I.2.1. Matériel.

Nos premiéres déterminations de 1'état de croissance de populations
cellulaires ont été effectuées a l'aide du cytometre SAMBA 200 (Alcatel)
(Brugal, 1976, 1984 et 1985 ; Brugal et al., 1979 ; Moustafa et Brugal,
1984) par le Professeur Bernard Lassalle de 1'Université des Sciences et
Technologies de Lille I.

Cet appareil est composé d'un microscope couplé a un analyseur
d'images pouvant mesurer l'intensité de coloration des noyaux cellulaires
aprés marquage par un colorant spécifique, cette intensité étant

proportionnelle & la quantité d'ADN nucléaire. Un intégrateur calcule le
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nombre de cellules réparties dans chaque phase du cycle, c'est-a-dire
par unité de coloration donnée.

Nos analyses s'effectuent par sélection d'échantillons de 300

cellules environ

I.2.2. Coloration des cellules.

Les cellules fixées sont réhydratées et une partie est prélevée
pour étre déposée sur une lame de microscope dans une goutte d'acide
acétique (45%). Sur une plaque chauffante (40°C), une deuxiéme lame
est appliquée sur la premiére pour étaler les cellules par écrasement.

Le bloc composé des deux lames est ensuite placé a -70°C (15mn
minimum).

Les noyaux sont colorés par la méthode classique de Feulgen
(Feulgen et Rossenbech, 1924) : les lames sont sorties du congélateur a
-70°C et séparées immédiatement & 1'aide d'un scalpel pour étre trempées
dans un bain d'alcool & 70%. Les cellules subissent une série de bains
d'alcool successifs (96%, puis 100%). Les lames sont ensuite trempées
dans du collodion (0,2% dans l'éther), égouttées et séchées a l'air libre
durant 30 sec.

Le matériel nucléique cellulaire est hydrolysé par de 1'HCl 5N
durant 30mn et les étalements cellulaires sont ensuite rincés a l'eau.

La coloration s'effectue 1h a 1l'obscurité dans du réactif de Schiff
préparé de la maniére suivante : 0,5g de pararosaniline est additionné
de 1g de métabisulfite de sodium et 1Iml d'HCl concentré dans 90ml
d'eau. Le réactif est agité jusqu'au changement de teinte, puis 0,5g de

charbon de bois actif y est ajouté pour le décolorer. La solution est

filtrée avant utilisation.
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Les lames sont rincées dans trois bains successifs d'eau sulfiteuse
(20ml d'HCl, 20m! de bisulfite de sodium 10%, QSP 300ml H20), puis a
I'eau distillée.

Les cellules subissent ensuite une nouvelle déshydratation par une
série de bains d'alcool (80, 96, 100, 100%) suivis de trois bains de
toluéne.

Finalement, une lamelle est montée dans une goutte de résine. Le

tout est séché dans une étuve & environ 35-40°C avant analyse.

1.3. Analyses en cytofluorimétrie de flux.

1.3.1. Matériel.

La cytofluorimétrie de flux (Melamed et al., 1979) est une
technique fondée sur 1l'utilisation de fluorochromes qui fluorescent sur
une certaine longueur d'onde lorsqu'ils sont excités par une lumiére de
longueur d'onde différente. L'intensité de la lumiére fluorescente émise
est proportionnelle a la quantité de colorant présent. Par conséquent,
lorsque l'on expose a un faisceau de lumiére rouge une cellule dont
I'ADN a été marqué par un fluorochrome, comme l'iodure de propidium
ou le bromure d'éthidium, celle-ci émet une lumiére d'intensité
proportionnelle & la quantité d'ADN qu'elle contient.

Les cellules marquées sont séparées et mises en suspension pour
pouvoir passer rapidement les unes aprés les autres (& la vitesse de
plusieurs milliers par seconde) dans un tube capillaire trés fin placé
dans le champ d'un faisceau laser. Lorsqu'une cellule passe dans le
capillaire, le fluorochrome lié &8 son ADN est excité par le laser et émet
de la lumiére dans toutes les directions. L'intensité de la lumiére émise
est mesurée par une cellule photoélectrique disposée en dehors du

faisceau laser, et enregistrée par une fluorimétre.
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Nous utilisons un cytofluorimétre FACScan (Becton Dickinson)
équipé d'un laser & argon émettant a 480nm et d'un filtre & bande
passante étroite, centré sur 625nm pour permettre la détection de la
lumiére rouge.

Cet appareil permet également la mesure de deux autres
paramétres. Lors du passage de la cellule a travers le faisceau
lumineux, la lumiére émise est diffractée selon deux dimensions : une
diffraction axiale proportionnelle a la taille de la cellule (Forward
Scatter) et une diffraction & 90° proportionnelle & la structure interne
de la cellule (Side Scatter).

Ces paramétres : taille, structure et fluorescence, permettent
l'analyse des cellules sous forme de cytogrammes sur lesquels il est

possible de sélectionner la population cellulaire intéressante pour en

effectuer l'étude sous forme d'histogrammes.

I.3.2. Coloration des noyaux.

Les cellules fixées sont rincées trois fois par du PBS. L'ARN
cellulaire est hydrolysé par 5ml de RNase (Sigma) a 1mg/ml,
préalablement décontaminée des traces de DNase par chauffage, pendant
10mn & 100°C.

La coloration s'effectue par addition de 20ul d'iodure de propidium
(Sigma) & 1mg/ml, deux heures & l'obscurité et a 4°C.

Les cellules sont ensuite passées directement au cytofluorimétre.

1.3.3. Interprétation.

Les diagrammes obtenus permettent de différencier les sous-popu-
lations cellulaires (Fig. 17A) : un premier pic correspond aux cellules
en phase GO/ Gl’ un deuxiéme comprend les cellules en phases G2/M.

Quant & la zone comprise entre ces deux pics, elle représente les
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cellules a différents stades de la phase S, avec des quantités

croissantes de chromatine.

II. SYNCHRONISATIONS.

Les synchronisations cellulaires ont été effectuées dans Ile

laboratoire du Dr. Maud Collyn-d'Hooghe de l'Institut de Recherches

sur le Cancer de Lille.

I1.1. Synchronisation en phase Gl’

Pour obtenir des cellules & confluence, plusieurs études ont été
effectuées. Les cellules arrivent en inhibition de croissance au bout de
quatre jours pour les BHK-21, HSV, NIH ras et de 5 & 8 jours pour les
NIH normales.

Ces résultats sont confirmés par les différents histogrammes
obtenus comparés & ceux des cultures en phase exponentielle (Fig. 17).

Une autre méthode assez "naturelle", consistant en la privation des
cellules en certains nutriments par appauvrissement du milieu en sérum,
n'apporte pas de meilleurs résultats dans les rendements en Go/ Gl’
aussi bien dans le cas de cellules normales que dans le cas de cellules
transformées (Fig. 18).

Les cellules cultivées a confluence (plateau tardif) s'accumulent
naturellement en GOIG1 (nous n'en ferons pas la distinction) ; cette
méthode sera donc celle sélectionnée pour obtenir un enrichissement
cellulaire dans la premiére phase du cycle mitotique.

En regle générale, suivant les conditions de culture et de
croissance, les cellules sont réparties dans les différentes phases de la

mitose avec les proportions décrites dans le tableau VII.
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Histogrammes (FACScan) de fibroblastes BHK-21 (A et B), HSV

(C et D), NIH 3T3 (E et F), NIH ras (G et H) en phase exponentielle de
croissance (1 & 2 jours) (A, C, E, G) ou cultivés & confluence (4 jours
pour les BHK-21, HSV, NIH ras ; 5 & 8 pour les NIH 3T3) (B, D, F, H).
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cultivés & confluence (A et C) ou dans un milieu pauvre en sérum de veau foetal (1%, B et D).

Histogrammes de fibroblastes NIH normaux (A et B) et transformés par 1'oncogéne ras (C et D)
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Tableau VII : Répartition des fibroblastes BHK-21, HSV, NIH 3T3 et NIH
ras dans les différentes phases du cycle cellulaire en fonction de leur
état de croissance : phase exponentielle (EXPO) ou culture & confluence
(PLATEAU).

GO/G1 S Gzln
EXPO 29-40% 34-51% 24-40%

BHK-21
PLATEAU 68-90% 6-20% 4-14%
EXPO 30-50% 23-33% 22-42%

HSV

PLATEAU 55-70% 18-30% 10-20%
GO/G1 S Gzln
EXPO 40-50% 23-31% 19-32%

NIH3T3
PLATEAU 65-82% 10-24% 6-15%
EXPO 46-56% 28-32% 16-22%

NIHras
PLATEAU 60-71% 19-27% 10-17%

11.2. Synchronisation en phase S.

II.2.1. Double blocage par la thymidine.

Pour obtenir des cellules en phase S, la méthode la plus
couramment utilisée est le double blocage par la thymidine dont nous
avons décrit le principe dans les généralités (Studzinski et Lambert,
1969).

Nous avons employé cette méthode dans les conditions suivantes :
les cellules en phase exponentielle de croissance subissent un premier
blocage par addition de thymidine dans le milieu & une concentration
finale de 4mM et ceci durant 15 & 17h. Le milieu est ensuite changé et
les cellules sont cultivées dans des conditions normales durant 10 a 12h.

La deuxiéme incubation en présence de thymidine s'effectue une
quinzaine d'heures également. Les cellules s'accumulent alors a

l'interface G1/ S. Elles sont remises en culture et analysées a différents
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temps aprés le changement de milieu (Fig. 19 a 21) ; il s'avére ainsi
que, en moyenne, quatre heures aprés la levée du blocage, une majorité
de cellules se trouve en milieu de la phase S, ce qui approche le

résultat que nous espérions obtenir.

I1.2.2. Blocages chimiques.

Différents essais de blocage métabolique par des composés comme
I'aphidicoline (Matherly et al., 1989) ont été effectués mais n'ont pas
donné l'accumulation recherchée (Fig. 22). Par contre, le double
blocage par la thymidine étant assez efficace dans le cas des cellules
normales et transformées et représentant la méthode 1la moins
perturbatrice du métabolisme cellulaire, nous avons retenu cette méthode

pour les études du dernier chapitre.

I1.3. Synchronisation en phase G2.

I1.3.1. Synchronisation par sédimentation.

Afin d'éviter les incertitudes relatives & l'emploi d'agents bloquants
(pouvant interférer avec le métabolisme), nous avons tout d'abord
privilégié la recherche de méthodes "physiques" de synchronisation.

Ainsi, partant du principe que les cellules en G2 sont plus denses
que celles en Gl’ nous avons tenté de fractionner différentes
populations cellulaires sur des colonnes de milieu de culture avec ou
sans sérum, puis de MSL (milieu de séparation de lymphocytes) (dilué a
25% dans du milieu de culture).

Les résultats étant négatifs (nous n'avons pas détecté de zones
enrichies en l'une des phases), quelques tentatives ont été effectuées
sur gradient de sérumalbumine bovine (1-5% puis 1-10%), puis par

plusieurs centrifugations en gradient de Percoll (& 25% dans du sucrose

0,25M ; tampon Hepes 10mM). Ces tentatives ont également échoué.
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Figure 19



* 97 *
Synchronisations

2539
A
GZIM
. L oA
M ¥4 Y
j (Y ﬁvthJ%Nm WA,
B | L L ¥ T L L T ¥ ) L]
ap 12@ 150 180
FL2
127
B
2 L] ] L f L) ] T L T 4 L T LS
186 13@ 18@  18@ 220
FL2
172
C

Figure 20 : Histogrammes (FACScan) de fibroblastes NIH 3T3 synchronisés
par un double blocage thymidine et remis en culture 4h (B) et 8h (C)
comparés & un témoin en phase exponentielle de croissance (A).
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Figure 21 : Histogrammes (FACScan) de fibroblastes NIH transformés par 1'oncogéne ras, bloqués par 1la
thymidine, remis en culture et prélevés a différents temps : 30mn (A), 2h45 (B), 4h (C), 6h (D).
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Figure 22 : Histogrammes (FACScan) de fibroblastes NIH 3T3 traités 15h (B), 18h (C) et 2l1h (D) par de
1'aphidicoline 3uM comparés & un histogramme des mémes cellules en phase exponentielle de croissance (A).
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I1.3.2. Blocages chimiques.

Les méthodes physiques étant inefficaces dans le cas de nos
cellules, nous avons étudié les possibilités de blocage par un agent tel
que le Hoechst 33342 (bisbenzimide, Calbiochem) (Tobey et al., 1990).
Cet agent est utilisé aprés une présynchronisation par un double
blocage a la thymidine ; la concentration de bisbenzimide utilisée est de
7,5ug/ml de milieu, des concentrations plus élevées bloquant
précocement les cellules en fin de phase S (Fig. 23) ; la durée du
blocage est de 24h, une durée plus courte ne permet pas aux cellules
d'atteindre la phase G2.

Les fibroblastes transformés (NIH ras) ont été traités dans les
mémes conditions : la durée optimale d'action du Hoechst est de 24h
aprés une présynchronisation par la thymidine et une remise en culture
de 4-5h, des temps plus longs n'apportant pas de meilleurs résultats

(Fig. 24).

I1.4. Synchronisation en phase mitotique.

S'agissant de la phase la plus courte, les cellules en mitose sont

en quantités beaucoup plus réduites par rapport aux autres phases.

I1.4.1. Synchronisation par agitation.

Les méthodes physiques d'obtention d'enrichissement en cette phase
sont assez délicates. Nous avons ainsi essayé la méthode usuelle par
agitation (Terasima et Tolmach, 1962) mais cette derniére s'est avérée
inefficace : elle ne fournit qu'une quantité faible de cellules, quantité
insuffisante pour les études ultérieures envisagées. De plus elle
entraine la récolte de débris divers et de cellules mortes en suspension

dans le milieu.
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Histogrammes de fibroblastes NIH 3T3 bloqués par la

thymidine puis par du Hoechst 33342 a différentes concentrations
(A), 12,5ug (B), 15ug (C).
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Ces profils sont comparés & un témoin
exponentiel (tracé en gras).

Figure 23
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Figure 24 : Histogrammes (FACScan) de fibroblastes NIH 3T3 normaux (A et B) ou transformés par 1'oncogéne ras
(C et D) ; comparées & un témoin en phase exponentielle de croissance (A et C) ces cellules ont été bloquées
par de la thymidine puls par le Hoechst 33342 durant 24h (B et D).
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Histogrammes (FACScan) de fibroblastes BHK-21 (A et B) et NIH 3T3 (C et D) cultivés a confluence
(A et C) et en phase exponentielle de croissance bloqués par la vinblastine sulfate (B et D).
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Figure 26 :
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Histogrammes de fibroblastes NIH 3T3 (FACScan) cultivés a confluence (A), traités par la thymidine

(B), traités par la thymidine puis le Hoechst 33342 (C), traités par la vinblastine sulfate (D).
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Figure 27 : Histogrammes (FACScan) de fibroblastes NIH transformés par 1'oncogéne ras et cultivés a confluence
(A), bloqués par la thymidine (B), bloqués par la thymidine puis le Hoechst 33342 (C), bloqués par la
vinblastine sulfate (D).
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I1.4.2. Blocages chimiques.

La méthode précédente étant inapplicable dans notre cas, il s'est
donc avéré nécessaire de recourir a des agents bloquants du type
colchicine ou vinblastine sulfate. La premiére, la plus toxique, associée
a la méthode d'agitation, n'a pas apporté de résultats spectaculaires
dans les conditions utilisées.

Par contre, la sulfo-vinblastine, utilisée & 0,012 pg/ml durant 24h
sur des cellules en croissance exponentielle (24h aprés le repiquage par
exemple), bloque la majorité des cellules en mitose (Fig. 25, page 103)
sans détérioration apparente ; toutes les cellules d'une boite de culture
peuvent étre récoltées par simple pipettage, sans nécessité de
récupération par agitation ou a 1l'aide d'un agent chélateur comme

I'EDTA (Robbins et Marcus, 1964).

III. CONCLUSIONS.

Des enrichissements satisfaisants ont été obtenus dans les quatre
phases du cycle cellulaire par différentes méthodes de synchronisation
(Fig. 26 et 27) et nous ont permis d'entreprendre 1'étude de l'apparition
éventuelle de différences de glycosylation & la surface de ces cellules en
fonction des phases de leur cycle cellulaire. Les résultats des

synchronisations effectuées sont résumés par les tableaux VIII et IX.

I1 convient cependant de tenir compte de certains détails qui
peuvent avoir de l'importance dans l'interprétation des résultats obtenus

lors des études des populations glycanniques de surface :
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1) La méthode utilisée pour obtenir des cellules dans la premiére
phase du cycle cellulaire ne perturbe pas le métabolisme cellulaire. Elle
ne permet cependant pas de séparer les cellules quiescentes (Go) des
cellules en début de croissance (Gl)’ dont les métabolismes différent
assez sensiblement.

2) Les procédés utilisés pour isoler des cellules dans les autres
phases du cycle emplcient des composés perturbant le métabolisme
normal de ces cellules (la thymidine étant cependant un élément
perturbateur "naturel" de ce métabolisme) et peuvent donc agir sur le
métabolisme des glycoconjugués. Il s'agit 14 d'un élément dont il faut
tenir compte dans l'interprétation de résultats concernant ces phases.

3) Les populations obtenues, plus particuliérement dans le cas des
phases S et G2, ne sont jamais composées de cellules qui, a 100%, sont
dans une phase bien déterminée du cycle (voir tableaux VIII et IX). Si
donc de faibles différences apparaissent dans la glycosylation de ces
cellules, elles risquent de n'étre pas décelables par nos méthodes
d'analyse.

I1 conviendrait donc ultérieurement d'employer des méthodes, a la
fois, moins "chimiques" et plus efficaces pour obtenir des
enrichissements plus importants. L'utilisation de la centrifugation par
élutriation suivie de l'emploi d'un trieur de cellules est envisagée.

4) Les cellules étudiées sont toutes des fibroblastes et ne peuvent
donc représenter tous les types cellulaires. La présence ou l'absence de
modifications dans la glycosylation de surface ne concerne donc que ce
type cellulaire.

Afin de confirmer les conclusions ultérieures, il est donc

souhaitable d'effectuer la méme étude sur d'autres types cellulaires.
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Tableau VIII : Comparaison de la répartition des fibroblastes BHK-21 et
BHK-21/HSV dans les différentes phases du cycle cellulaire dans le cas
de leur culture & confluence et de leur blocage par la sulfovinblastine.

6,/6, s 6,/M
PLATEAU 68-90% 6-20% 4-14%
BHK-21
VINBLASTINE 3-9% 3-8% 85-95%
6,/6, s 6,/M
PLATEAU 55-70% 18-30% 10-20%
HSV
VINBLASTINE |  10-18% 10-23% 65-80%

Tableau IX : Comparaison de la répartition des fibroblastes NIH 3T3 et
NIH ras dans les différentes phases du cycle cellulaire dans le cas de
leur culture & confluence (plateau), d'un double blocage par la
thymidine suivl d'une remise en culture 4h (thymidine), du traitement
précédent suivi d'un blocage par de la bisbenzimide 33342 (Hoechst) et
d'un blocage par la vinblastine sulfate (vinblastine).

6,/6, s 6,/

PLATEAU 65-82% 10-24% 6-15%

NIH THYMIDINE 10-23% 58-75% 15-22%
B [ hoecnst 15-25% 34-53% 32-42%
VINBLASTINE 3-9% 3-7% 85-95%

6,/6, s 6,/
PLATEAU 60-71% 19-27% 10-17%
NIH THYMIDINE 32-39% 40-55% 20-23%
" I woecksT 32-41% 22-31% 31-46%
VINBLASTINE 4-15% 14-25% 66-78%




Choix du protocole
de fractionnement.

Mise au point de
I"HPLC d’affinité.
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I. REMARQUES GENERALES SUR LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE
SUR LECTINES.

Une des techniques de séparation de molécules 1les plus
performantes utilisées actuellement est la chromatographie d'affinité
(Pazur, 1981) qui exploite les interactions spécifiques et réversibles
entre des '"couples" biologiques : enzyme/substrat ou inhibiteur,
hormone/récepteur, antigéne/anticorps, lectines/glycoconjugués.

Lorsque les molécules a fractionner sont glycosylées
glycoprotéines, glycolipides, polysaccharides, glycopeptides ou méme
cellules intactes, l'emploi des lectines comme ligands s'avére trés utile
(Debray et Montreuil, 1991). Une méthode trés répandue utilise des
lectines végétales immobilisées par couplage sur de 1'Agarose activé (Lis
et Sharon, 1981). Elle donne de trés bons présultats lors de
fractionnements d'oligosaccharides (Wilchek et al., 1984 ; Merkle et
Cummings, 1987).

Les structures glycanniques sont généralement fractionnées en
trois groupes distincts sur la plupart des colonnes de lectines
immobilisées ; une fraction non retenue, une fraction retardée et une

fraction retenue qu'il faudra éluer de la colonne.

1.1. Chromatographie d'affinité conventionnelle et & haute performance.

1.1.1. Remarques générales sur les procédés d'immobilisation.
Lors de l'immobilisation d'une 1lectine sur un support

chromatographique, il faut tenir compte de divers paramétres :

la taille de la molécule,

la nécessité de préserver ses structures tertiaire et quaternaire,

le pH de couplage utilisé doit permettre la conservation de
l'intégrité physique et biologique de la lectine,

I'utilisation d'anions anti-chaotropiques, comme les sulfates et
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phosphates, est recommandée pour stabiliser la protéine durant le
couplage et augmenter l'interaction avec les groupements actifs de la
silice.

D'autre part, l'intérét de 1l'activation préalable de la silice a été
démontré par l'obtention de meilleurs rendements de couplage (Nilsson
et Mosbach, 1981).

Enfin, la dimension des pores de la silice est importante et une
efficacité optimale du support est obtenue avec des billes de silice dont

le diamétre des pores est de 100A (Walters, 1982).

Les recherches que nous avons menées dans le cadre de notre DEA
nous ont conduit & comparer plusieurs méthodes d'immobilisation de
lectines sur silice et les meilleurs résultats ont été obtenus avec un
dérivé de silice-diol (Ohlson et al., 1978). Cette méthode consiste a
synthétiser une époxysilice par action du 3-glycidoxypropyltriméthoxy-
silane (Borchert et al., 1982). Par traitement acide, les groupements
époxy sont réduits en groupements diol. Ces derniers sont ensuite
oxydés par l'acide périodique démasquant ainsi des fonctions
aldéhydiques réactives (Fig. 27) (Ohlson et al., 1978 ; Borchert et al.,
1982) sur lesquelles se fixe la lectine par l'intermédiaire des fonctions

amine des résidus de lysine.

I1.1.2. La chromatographie d'affinité conventionnelle sur lectines
immobilisées présente certains inconvénients liés aux propriétés des gels

utilisés comme supports :

- Les débits étant limités & quelques ml/h, les temps d'élution sont
souvent tres longs (heures, jours).

- La faible capacité des colonnes de lectines immobilisées (75ug de
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Figure 27 : Réaction de couplage des lectines sur de la silice activée
par le 3-glycidoxypropyltriméthoxysilane.

N-glycosylpeptides biantennés par ml de Con A-Sepharose) nécessite le
recyclage de la fraction non retenue.

- L'élution de certaines fractions (fractions fortement retenues sur
ConA par exemple) ne peut étre réalisée gqu'avec des solutions
concentrées (0,5M) de monosaccharide reconnu par la lectine. La
régénération du support d'affinité nécessite ensuite un ringage abondant

avec le tampon de départ.
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- Enfin, la susceptibilité des gels & se contracter ou a gonfler lors
des changements de force ionique et de pH peut perturber le

fractionnement.

1.1.3. L'introduction récente de la chromatographie d'affinité de haute
performance (HPLAC) permet d'associer & la rapidité de Ila
chromatographie d'affinité.

Les immunoglobulines A sériques ont ainsi été purifiées sur une
colonne de jacaline (Hon Chui et al., 1990). Des protéines comme les
lectines (ConA, WGA et lectines de graine de Ricin) ont été isolées
aprés fixation sur des monosaccharides ou sur des oligosaccharides
immobilisés sur silice (Honda et al., 1988 ; Abe et Ishii, 1990 ; Kakehi
et al., 1990). Enfin, des mélanges de sucres (Borrebaeck et al., 1984),
de glycannes (Green et al., 1987), ainsi que des glycoprotéines
sériques (El1 Rassi et al., 1988) ou membranaires (Renauer et al.,
1985), ont été fractionnés sur des colonnes de lectines immobilisées sur
silice.

Grace a cette technique, nous pouvions espérer obtenir une
meilleure résolution associée & des débits plus élevés lors d'un
fractionnement de glycannes d'origine membranaire. Nous avons donc
décidé de l'appliquer & notre protocole de fractionnement des
glycopeptides membranaires de cellules synchronisées en différentes
phases du cycle cellulaire.

Dans un premier temps, nous avons comparé le pouvoir résolutif de
trois lectines de spécificité connue ; la Concanavaline A (ConA), la
lectine de graine de Lentille (LCA) et la lectine d'écorce de Sureau

(SNA-I), immobilisées sur Sepharose avec celui des mémes lectines

immobilisées sur silice.
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1.2. Les lectines utilisées et leurs performances.

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines d'origine
animale ou végétale présentant une sélectivité vis-a-vis des sucres
simples ou des séquences oligosaccharidiques plus complexes qu'elles
reconnaissent (Nicolson, 1974 ; Lis et Sharon, 1973 et 1977 ; Goldstein
et Hayes, 1978). Disponibles en grandes quantités, elles constituent
donc des ligands d'affinité de choix pour la purification de molécules
glycosylées d'origines diverses, ainsi que de cellules.

L'affinité des lectines est plus forte pour des structures complexes
(106M) que pour des monosaccharides (104M). Cependant, la plupart
présentent souvent des spécificités différentes envers des séquences
oligosaccharidiques plus complexes (Debray et al., 1981). Par exemple,
la Concanavaline A (Con A) et la lectine de graine de lentille (LCA),
deux des lectines utilisées dans notre travail, reconnaissent le mannose
et le glucose mais présentent des spécificités différentes envers les
structures glycanniques suivantes (Debray et al., 1981 ; Kornfeld et

al., 1981) :

Con A

I
NeuAc(a2-6)0a1(ﬂl-4)G1cNAc(Bl—2)Man(al-S)'l

Man(B81-4)GlcNAc(B81-4)G1lcRAc(B81-N}Asn

NeuAc(a2-6)Gal(B1-4)GlcNAc(B81-2)Man(al-3 )J
[

Man(al-2)Man(al-6)1
Man(al-6)
Marx(al-z)Man(ul-3)J ]
Man(81-4)G1lcNAc(B1-4)GlcNAc(81-N)Asn

Man(al-2)Man(al-2)Man{al-3 )J
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Man(al-6)7

Man{al-6)
Man(al-B)J ]
GlcNAc(Bl-4)Man(B1l-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-2)Man{al-3)

|Bl-4

GlcNAc
LCA

r
[NeuAc(a2-6)Gal(B1-4)G1lcNAC(81-6)]
] 0 oul
NeuAc(az-S)Gal(Bl-d)GlcNAc(Bl-z)Man(al-S)] Fuc
al-6

Man(81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(81-N)Asn

NeuAc(aZ-S)Gal(Bl-d.)GlcNAc(Bl-Z)Man(al—3)J
L

Il est 2 noter que le glycanne n'est reconnu par la LCA que s'il
est porté par une séquence peptidique. La lectine ne reconnait donc pas
les glycannes libérés par hydrazinolyse (Yamamoto et al., 1982 ; Debray
et Montreuil, 1983).

La troisiéme lectine que nous utiliserons dans ce travail est la SNA

(Sambucus nigra agglutinin), spécifique des chaines de type N-acétyl-

lactosaminique se terminant par un résidu d'acide N-acétylneuraminique

lié sur le carbone 6 du galactose terminal (Shibuya et al., 1987) :

SNA-1

al-6
Man(81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAC(B1~-N)Asn

NeuAc(aZ-s)Gal(Bl-d)GlcNAc(Bl—Z)Man(al-B)] Fuc

NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GlcNAc(81-2)Man(al-3)

NeuAc(a2-6)GalNAc(al-O)Ser
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La plupart des lectines sont classées suivant leur affinité pour les
sucres simples (AAA pour le fucose ; ConA et LCA pour l'a-glucose et
l'a-mannose ; RCA, PNA et GSAI pour le B-galactose ; WGA et GSAII
pour la N-acétyl-B-glucosamine ; SNA et MAA pour les acides

sialiques).

Trois fractions peuvent étre obtenues avec la Concanavaline A

immobilisée sur Sepharose 4b (Fig. 28)

[ ConA-Sepharosa
FNRC " FEC 10mM FEC 0,5M
| |

<+{-e-Q LA a l}’l-

4—0—0—%}/0_’“ " e *"

4 .—}*ﬂ;n

-

Figure 28 : Schéma de fractionnement d'un mélange de glyco-asparagines
sur la Concanavaline A immobilisée sur Sepharose 4B. Trols fractions
sont obtenues : une fraction non retenue (FNRC), une fraction retenue et
éluée par une solution d' -D-méthylglucoside 10mM (FEC 10mM) et une
fraction fortement retenue et éluée par une solution d'a-D-méthyl-
glucoside 0,5M (FEC 0,5M).
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- une fraction non-retenue (FNRC), comprenant des structures de
type N-acétyllactosaminique tri-, tri'-, tétraantennées et biantennées a
N-acétylglucosamine intercalaire,

- une fraction éluée par une solution d'a-méthylglucoside 10mM (FEC
10mM) contenant les structures de type N-acétyllactosaminique
biantennées,

- une fraction éluée par une solution d'a-méthylglucoside 0,5M (FEC
0,5M) contenant principalement les structures oligomannosidiques, ainsi
que des structures de type N-acétyllactosaminique biantennées non
galactosylées.

Chaque famille obtenue aprés passage sur ConA-Sepharose été
sous-fractionnée sur colonne de LCA-Sepharose (Fig. 29) :

- la fraction non retenue sur Concananvaline A a été sous-fractionnée
en deux : une fraction retenue et éluée par une solution d'a~-méthyl-
glucoside 0,15M contenant les structures tri'-antennés en B-(1,6), ainsi
que les structures biantennées avec un résidu de N-acétylglucosamine
intercalaire, fucosylées sur l'osamine du point d'attache, et une fraction
non retenue contenant les autres structures.

- la fraction FEC 10mM donne également deux fractions dont l'une
contient des structures fucosylées en a-1,6 sur leur osamine du point
d'attache.

- Enfin, dans la fraction fortement retenue sur ConA (FEC 0,5M),
seules les structures fucosylées non galactosylées seront retenues par la

LCA (Debray et Montreuil, 1983 ; Montreuil et al., 1983).

Quant & la lectine d'écorce de Sureau SNA-I, elle ne reconnait
parmi ces familles de type N-acétyllactosaminique que les glycannes
sialylées en a-2,6 des résidus de galactose en position terminale

non-réductrice (Fig. 30) (Shibuya et al., 1987).
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Figure 29 : Schéma de fractionnement sur LCA-Sepharose des populations glycanniques obtenues & partir d'une
nremiére séparation sur Con A-Sepharose. Chaque famille donne deux nouvelles fractions : une fraction non
retenue (FNRL) et une fraction éluée par une solution d'a-D-méthylglucoside 0,15M (FEL 0,15M).
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LSNA—Sepharosej

/\

FNRS FES Lactose 0,3M

i A+l < D+I-
—@—@—Asn 6 —@—@—-Asn
3
= [} +/-
D-—Q—Q—Asn

Figure 30 : Schéma de fractionnement sur SNA-Sepharose de structures
glycanniques bilantennées. Deux fractions sont obtenues : une fraction

non-retenue (FNRS) et une fraction €luée par une solution de lactose
0,3M (FES Lactose 0,3M) renfermant les structures slialylées en a-(2,6).

Notre but était donc de transposer ce schéma de fractionnement en
utilisant une chromatographie liquide de haute performance d'affinité
séquentielle sur Con A, LCA et SNA-I immobilisées sur un support de

silice.

II. MATERIEL

I1.1. Appareils
Nous utilisons une pompe HPLC isocratique Shimadzu LC-6A, des

colonnes en acier inoxydable (Science Tec) de 10cm de long et de
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0.46cm de diamétre dont le remplissage est effectué avec le support de

chromatographie sous une pression de 450 bars.

11.2. Réactifs
La silice utilisée est le Lichrosorb SI 100 (5um) (Merck). Le

3-glycidoxypropyltriméthoxysilane provient de chez Aldrich.

I1.3. Lectines

La Concanavaline A est achetée chez IBF. Les lectines de graine de
Lentille (LCA) et d'écorce de Sureau (SNA-I) sont préparées au
laboratoire par chromatographie d'affinité sur Sephadex G100 pour la
premiére, selon la méthode de Toyoshima et al. (1970) et sur fétuine-
Sepharose 4B, pour la seconde (Broekaert et al., 1984). La pureté de
chaque lectine est préalablement contrdélée par électrophorése en gel de
polyacrylamide dans des conditions dénaturantes (Laemmli, 1970) et leur
activité est vérifiée par détermination de leur pouvoir agglutinant
envers des hématies de Lapin, par la méthode de double dilution sur

plaque de microtitration.

I1.4. Tampons d'équilibrage des colonnes

Pour la LCA et la SNA-I, le tampon utilisé est le PBS (pH 7,2 ;

HPO

NaCl 155mM ; Na 7,5mM ; NaH2P04 (2H20) 3,6mM ; NaN3 0,2%).

2 4
Pour la Con A, le tampon est une solution d'acétate a pH 5,2 ;
Acétate de sodium 5mM ; NaCl 0,1M ; MgCl2 ImM ; MnCl2 ImM ; CaCl2

ImM ; NaN3 2%).
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III. TECHNIQUES UTILISEES.

III.1. Origine des glycopeptides témoins

Les glycopeptides a structures glycanniques de type N-acétyl-
-lactosaminique ou oligomannosidique (Tableaux X & XII) ont été
préparés par hydrolyse pronasique des glycoprotéines suivantes
lactotransferrine humaine, fibrinogéne bovin, thyrogilobuline bovine et
lectine de Soja, selon la méthode de Muramatsu (Muramatsu et al.,
1973). Les glycopeptides ont ensuite été fractionnés sur colonne de
Concanavaline A-Sepharose (Montreuil et al., 1986) :

- les glycopeptides de thyroglobuline bovine non-retenus sur
ConA-Sepharose renferment des structures de type N-acétyl-
lactosaminique tri- et tétraantennés.

- les glycopeptides de lactotransferrine humaine ou de fibrinogéne
bovin, faiblement retenus sur ConA-Sepharose et élués par une solution
d'a-D-méthylglucoside 0,01M renferment les structures glycanniques de
type N-acétyllactosaminique biantennés.

- les glycopeptides de lectine de soja, fortement retenus sur
conA-Sepharose et élués par une solution d'a-D-méthylglucoside 0,5M,
renferment des structures de type oligomannosidique a 9 résidus de
mannose.

- les compositions en sucres et les rapports molaires de ces structures
ont été déterminés par microméthanolyse (Kamerling et al., 1975) et par
chromatographie en phase gazeuse. Certaines structures ont été établies
par résonance magnétique nucléaire du proton & 400MHz.

La structure de type oligomannosidique a 5 résidus de mannose
(Tableau XI, structure 6) a été préparée par J.F. Haeuw, par action

d'a-mannosidases sur une structure & 9 résidus de mannose.
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TABLEAU X : Glycopeptides de type N-acétyllactosaminique biantenné ou
hybride préparés par hydrolyse pronasique de glycoprotéines et
fractionnement sur Concanavaline A-Sepharose (élution par une solution
d'a-D-méthylglucoside 10mM).

Structures 1 : STRUCTURES GLYCANNIQUES BIANTENNMEES DE LACTOTRANSFERRINE HUMAINE (MELANGE)

Fuc

NeuAc(a2-6)Gal(B81-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-6)] al-6
Man(81-4)G1lcNAc(81-4)G1lcNAc(B1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Ga1(81-4)G1cNAc(Bl-2)Man(a1-3)J

Fuc

NeuAc(a2-6)Gal(B1-4)GlcNAC(B1-2)Man(al-6)] al-6
Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-2)Man(al—B)J
|a1-3
Fuc

Structures 2 : STRUCTURES GLYCANNIQUES BIANTENNEES DE FIBRINOGENE BOVIN (MELANGE)

ReuAc(a2-6) |Gal{B1-4)GlcNAc(B1l-2)Man(al-6)7
ou Man(B81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(81-N)Asn

NeuGe(a2-6) |Gal(Bl-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3))

Gal(81-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-6)]

NeuAc(a2-6) Man(B81-4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(B1-N)Asn
ou C#a1(151-4)Glc:NAc:(Bl-z)Man(rxl-—.'*.\)'J
NeuGc (a2-6)

Structures 3 : STRUCTURES GLYCANNIQUES BIANTENNEES DE THYROGLOBULINE BOVINE (MELANGE)

Fuc
NeuAc(a2-6) |Gal(B81-4)GlcNAc(81~2)Man(al-6)7 al-6
ou Man(B1-4)GlcNAc{B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Gal(al-3) |Gal(B1-4)GlcNAc(B81-2)Man(al-3 )J

8tructure 4 : STRUCTURE GLYCANNIQUE HYBRIDE D’OVALBUMINE

Ma.n(al—B)Man(al-S)-I
GlcNAC(81-4)Man(B1-4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-3)
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TABLEAU XI : Glycopeptides de type oligomannosidique et hybride
fortement retenus par la Concanavaline A-Sepharose et €élués par une
solution d'a-D-méthylglucoside 0, 5M.

Structure 5 : STRUCTURE OLIGOMANNROSIDIQUE DE LECTINE DE SOJA

Man(al-2)Man(al-6)]
Man(al-6)
M,an(ctl—z)Man(axl—B)‘l ]

Man(B81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3)

Structure 6 : STRUCTURE OLIGOMANNOSIDIQUE OBTENUE APRES DIGESTION PAR DES a-MANNOSIDASES

Man(al-6)q
Man(al-6)

Man(a1-3)] ]
Man(B1-4)GlcNAc(B81-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-3)

Structure 7 : STRUCTURE HYBRIDE D'OVALBUMINE

Man(al-6)7
Man(al-6)

Man(al-B)J ]

GlcNAc(B1-4)Man(B81-4)GlcNAc{B1~4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-2)Man(al-3)

S8tructure 8 : STRUCTURE HYBRIDE D'OVALBUMIKE

Man(al-6)
Man(al-6)

Ma.n(al-3)J ]

GlcNAc(81-4)Man(B81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc({B1-N)Asn

Man(al-2)Man(al-3)
B1-4
GlcNAc
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TABLEAU XII : Glycopeptides de type N-acétyllactosaminique tri- et
tétraantennés de thyroglobuline bovine obtenues par hydrolyse pronasique
et disialyloligosaccharide-alditol de fétuine.

Structures 9 : STRUCTURES GLYCANNIQUES TRI- ET TETRAANTENNEES DE THYROGIOBULINE BOVINE (MELANGE)

Gal(B81-4)GIcNAac(81-6)] Fuc
NeuAc(a2-6) |Gal{B1-4)GlcNAc(Bl-2)Man(al-6)7 al-6
ou Man(B81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Gal(al-3) Gal(Bl-4)G1cNAc(Bl-2)Ma.n(al—B)'I

Fuc
NeuAc(a2-6) (Gal(B81-4)GlcNAc(B81-2)Man(al-6)] al-6
ou Man(B81-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B81-N)Asn
Gal(al-3) {Gal(B81-4)GlcNAc(B1-2 )M.tm(axl-3)'I
Gal(B1-4)GlcNAc(B81-4 )‘|
Gal(B81-4)GlcNAc(81-6) Fuc
NeuAc(a2-6) [Gal{B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-6)] al-6
ou Man(81-4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(B1~N)Asn

Gal(al-3) |Gal(B1l-4)GlcNAc(81-2 )Man(a1-3)J
Gal(Bl-4)G1cNAc(Bl-4)J

Structure 10 : DISIALYLOLIGOSACCHARIDE-ALDITOL DE FETUINE.
NeuAc(az-S)]

GalNAcol
NeuAc(a2-3)Gal(81-3 )J

Les structures de type hybride d'ovalbumine (Tableau X, structure
4 et Tableau XI, structures 7 et 8) nous ont été fournies par G.
Strecker.

Tous ces glycopeptides ont été N-acétylés avec de I'anhydride
acétique 140 selon le protocole de Koide et Muramatsu (1974) et, aprés

purification, leur radioactivité spécifique a été établie.
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Le disialyl-oligosaccharide-alditol (Tableau XII, structure 10) a été
préparé a partir de la fétuine, par B élimination dans les conditions de
Lyer et Carlson (1971) et fractionnement sur Biogel P4. Aprés
désacétylation obtenue par 1'hydrazine anhydre pendant 12h a 105°C,

I'oligosaccharide-alditol a été ensuite N-réacétylé avec de l'anhydride

acétique 14C et, aprés purification, sa radioactivité spécifique établie.

II1.2. Immobilisation des lectines sur silice

II1.2.1. Préparation d'une silice-diol

4g de silice sont suspendus dans 40ml d'acétate de sodium 0,1M
(pH 5,5) et dégazés sous vide dans un bain ultrasonique. 2,5ml de
3-glycidoxypropyltriméthoxysilane sont alors ajoutés. La suspension est
chauffée & 90°C sous agitation durant 5h. La silice est lavée sur verre
fritté avec de l'eau, puis avec de l'eau dont le pH est ajusté a 3 avec
de l'acide sulfurique. Les groupements époxy formés sont hydrolysés en
chauffant a reflux durant 1h dans 200ml d'eau & pH 3. La silice est a

nouveau lavée, puis séchée a 70°C durant une nuit.

II1.2.2. Détermination de la quantité de diol fixée

Elle s'effectue par oxydation periodique, puis dosage au thiosulfate
(Walters, 1985). Un échantillon contenant 1 & 8umol de diol est
suspendu dans 0,5ml d'acide periodique 0,02M (0,25g HIO4, 2H20 dans
50ml d'acide acétique & 80%). Le tout est dégazé sous vide dans un bain
a ultrasons afin d'éliminer l'air des pores de la silice. On laisse réagir a
température ambiante durant 30mn en resuspendant la silice de temps en
temps. On ajoute 0,25ml de solution d'iodure de potassium a 10% (p/v)
dans de l'eau et on titre avec une solution de thiosulfate (4,9g
Na28203, 5H20 + 0,04g Na2C03 dans 11 d'eau) jusqu'a disparition de la

derniére trace de coloration jaune. Une solution témoin ne contenant que
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l'acide periodique et l'iodure de potassium est également titrée. La
quantité de diol couplée est alors déterminée par la formule suivante :

(ml blanc - ml échantillon) x M x 500

thiosulfate

Nous avons couplé 593umol de diol par gramme de silice.

I11.2.3. Oxydation de la fonction diol

Elle est obtenue par incubation dans 80ml d'acide acétique (a 90%
dans de l'eau) contenant 3g de métaperiodate de sodium, durant 2h a
température ambiante. Aprés une sédimentation a 1000g, la silice-
aldéhyde est lavée cing fois par 50ml d'eau et est resuspendue dans 8ml
de phosphate de sodium (0,1M ; pH 5), puis soumise aux ultra-sons

pendant Smn.

I11.2.4. Immobilisation des lectines

100mg de lectine sont dissous dans 50ml de phosphate de sodium
0,1M (contenant 0,1M en glucose dans le cas de la Con A et de la LCA
ou 0,1M en lactose dans le cas de la SNA-I pour protéger leurs sites de
reconnaissance). 12,5mg de cyanoborohydrure de sodium dans 250ul du
méme tampon phosphate sont ensuite ajoutés, le tout étant incubé une
nuit a 4°C sous agitation. L'incubation se termine par l'addition de 20mg
de borohydrure de sodium, 30mn & température ambiante. La silice est
finalement lavée avec du PBS ou le tampon acétate (pour la Con A). La
quantité de lectine immobilisée est estimée par mesure & 280nm de la
solution de lectine avant couplage et du filtrat récupéré apres
immobilisation.

Nous avons fixé environ 47mg de Con A, 47,5mg de LCA et 30mg

de SNA par gramme de silice.
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IV. FRACTIONNEMENTS SUR CONCANAVALINE A

IV.1. Résultats.

Les performances d'une colonne de Concanavaline A immobilisée sur
silice sont comparées a celles d'une colonne conventionnelle de
Concanavaline A immobilisée sur Sepharose 4b (Pharmacia, France). La
colonne de silice a une longueur de 10cm et un diamétre de 0,46cm et
contient environ 62mg de lectine immobilisée. La colonne de
ConA-Sepharose a une longueur de 8,5cm et un diamétre de 1,2cm et

contient environ 100mg (10mg/ml) de ConA immobilisée.

Il nous fallait dans un premier temps définir les conditions de
débits compatibles avec une bonne interaction entre la lectine
immobilisée et les structures glycanniques. Un essai d'injection et
d'élution de structures biantennées (Structures 1) & un débit de 1ml/mn
sur la colonne de ConA-silice donne un profil de méme aspect que celui
décrit par Green (Green et al., 1987) (Fig. 32A). Par contre, si
l'injection est réalisée a un débit plus faible (0,1ml/mn), la lectine,
malgré sa faible affinité envers ces structures glycanniques, peut les
reconnaitre et les fixer (Fig. 32B). Ces structures seront ensuite
éluées a un débit plus élevé (1ml/mn) par le tampon renfermant
I'a-D-méthylglucoside 10mM.

Quant aux structures oligomannosidiques & 9 mannoses (Structure
5), elles sont fortement retenues par la ConA (Fig. 33) et ne

nécessitent pas de conditions spéciales d'injection.

Nous avons ensuite comparé les performances d'une colonne de

a

ConA immobilisée sur silice a celles d'une colonne de ConA immobilisée
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Figure 32 : Profils d'élution de structures bilantennées (Structures 1)
sur colonne de ConA-silice.

A. Injection et élution & Iml/mn
B. Injection & 0,1lml/mn et élution a Iml/mn.
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Figure 33 : Profils d'élution de la structure oligomannosidique & 9
résidus de mannose (Structure.5, page 122) sur Con A-silice.

A. Injection et élution par une solution d'a-D-méthylglucoside 0,3M a
Iml/mn
B. Injection a 0,1ml/mn et élution (méme concentration) & 1ml/mn.
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sur Sepharose et nos résultats peuvent se résumer de la maniére
suivante :

1) En régle générale, le comportement de la Concanavaline A
envers la plupart des structures glycanniques n'est pas modifié par
I'immobilisation de la lectine sur silice. Des différences n'apparaissent
qu'au niveau des forces d'interaction entre les glycannes et la lectine

immobilisée.

2) Les structures de type N-acétyllactosaminique tri- et
tétraantennées (Structures 9, page 123) ne sont reconnues ni par la

ConA-silice ni par la ConA-Sepharose (Fig. 34).

3) Les structures de type N-acétyllactosaminique biantennées
(Structures 1, 2 et 3) sont toujours faiblement reconnues par la lectine
et éluées par une solution d'a-D-méthylglucoside 10mM. Les pics obtenus
sont plus fins en mode HPLC par rapport aux conditions normales (Fig.
35). Les conditions d'élution peuvent encore étre améliorées en portant

la température de la solution d'a-D-méthylglucoside a 40°C (Fig. 35).

4) Les structures de type oligomannosidique a 9 résidus de
mannose (Structure 5, page 122) sont trés fortement reconnues par la
Concanavaline A immobilisée sur Sepharose ou sur silice (Fig. 36). En
mode HPLC, leur élution peut étre améliorée en portant la température

de la solution. d'a-D-méthylglucoside a 40°C.

5) Les structures de type hybride de l'ovalbumine (Structures 7 et
8, page 122) ainsi que les structures oligomannosidiques & 5 résidus de
mannose (Structure 6, page 122) présentent une interaction plus faible

avec la ConA immobilisée sur silice qu'avec la lectine immobilisée sur
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Figure 34 : Profils d'élution de structures de type N-acétyllacto-
saminique tri- et tétraantennées (Structures 9, page 123).

A, Colonne de ConA-Sepharose
-B. Colonne de ConA-silice.
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Figure 35 : Profils d'élution de structures de type N-acétyllacto-
saminique biantennées (Structures 1, page 121) ; élution par une
solution d'a-D-méthylglucoside 10mM.

A. Colonne de ConA-Sepharose
B. Colonne de ConA-silice & 20°C
C. Colonne de ConA-silice & 40°C.
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Figure 36 : Profils d'élution de la structure 5 (page 122) oligoman-
nosidique & 9 résidus de mannose.

A. Colonne de ConA-Sepharose (élution par une solution d'a-D-méthyl-
glucoside 0,5M).

B. Colonne de ConA-silice (élution & 20°C par une solution
d'a-D-méthylglucoside 0,3M).

C. Colonne de ConA-silice (élution & 40°C par une solution
d'a-D-méthylglucoside 0,3M).
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Sepharose (Fig. 37). Ces structures, fortement retenues sur ConA-
Sepharose sont éluées avec une solution d'a-D-méthylglucoside 0,5M,
alors que leur élution d'une colonne de ConA-silice en mode HPLC est
réalisée avec une solution 10mM. De méme, la structure hybride 4 (page

121), retardée sur ConA-Sepharose, n'est plus retenue sur ConA-silice

(Fig. 38).

IV.2. Conclusion.

Deux aspects se distinguent principalement de cette étude : la
chromatographie d'affinité sur Concanavaline A immobilisée est
parfaitement transposable en mode HPLC. Si l'on prend des précautions
lors de l'injection (débit peu élevé), la lectine conserve son affinité
vis~a-vis de la plupart des structures glycanniques testées. Parmi ces
derniéres, certaines présentent cependant de plus faibles interactions
avec la ConA-silice qu'avec la ConA-Sepharose. Il faudra donc tenir
compte de ces légers changements de propriétés vis-a-vis des
structures hybrides et oligomannosidiques légéres lors des futurs
fractionnements de glycopeptides membranaires sur ConA-silice.

Afin de rester dans un schéma classique de fractionnment, nous
utiliserons une colonne de ConA-Sepharose lors de notre étude de la

glycosylation de surface en fonction des phases du cycle cellulaire.
V. FRACTIONNEMENTS SUR LECTINE DE LENTILLE IMMOBILISEE

V.1. Résultats.

Les performances d'une colonne (10cm x 0,46cm) de LCA-silice
contenant 63mg de lectine ont ensuite été comparées a celles d'une
colonne de LCA-Sepharose contenant 3 mg de lectine immobilisée par ml

de gel (8cmXlem). Les conditions de débits de chargement (0,1ml/mn)
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Figure 37 : Profils d'élution de structures hybrides (Structures 7 et 8,
page 122) ou oligomannosidique & 5 mannoses (Structure 6, page 122).

.A. Colonne de ConA-Sepharose.
B. Colonne de ConA-silice.
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Figure 38 : Profils d'élution d'une structure de type hybride (Structure
4, page 121).

A. Colonne de ConA-Sepharose.
.B. Colonne de ConA-silice.
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et d'élution (1ml/mn) de la colonne de LCA-silice, reténues pour cette
étude, sont les mémes que celles définies pour la colonne de ConA-silice
et les résultats obtenus sont les suivants :

1) Les structures de type N-acétyllactosaminique tri- et
tétraantennées, fucosylées en a-1,6 sur l'osamine du point d'attache
(Structures 9, page 123) ne sont reconnues ni par la LCA-silice, ni par
la LCA-Sepharose. Il en est de méme pour les structures de type
oligomannosidique & 5 résidus de mannose (Structure 6, page 122) (Fig.
39 A et B). Par contre, des structures de type oligomannosidique
& 9 résidus de mannose (Structure 5, page 122), non retenues sur
LCA-Sepharose, sont retardées sur une colonne de LCA-silice (Fig. 39
E et F).

Une baisse de la température d'élution de 20°C a 4°C améliore la
séparation entre les structures glycanniques non retenues et les

structures glycanniques simplement retardées (Fig. 40).

2) Les structures de type N-acétyllactosaminique biantennés
(Structures 1, page 121) ou tri'-antennées (Structures 9 page 123),
fucosylées en a-1,6 sur l'osamine du point d'attache sont trés fortement
retenues par la lectine de Lentille immobilisée sur Sepharose ou sur
silice (Fig. 41 et 42). En mode HPLC, leur élution peut étre améliorée
en portant la température de la solution d'a-D-méthylglucoside 0,3M a
40°C (Fig. 41 et 42).

L'élution de ces fractions retenues sur la colonne de LCA-silice

peut également étre réalisée par une solution d'éthylénediamine 20mM

(pH 9) (Fig. 43).
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A. C. E. Colonne de LCA-Sepharose.

B. D. F. Colonne de LCA-silice.
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Figure 40 : Co-injection de structures biantennées non-fucosylées sur
l'osamine du point d'attache (Structures 2, page 121) et oligoman-
nosidique & 9 résidus de mannose (Structure 5, page 122).

A. Colonne de LCA-Sepharose
.B. Colonne de LCA-silice & 20°C
C. Colonne de LCA-silice & 4°cC.
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Figure 41 : Profils d'élution de structures biantennées fucosylées sur
1'osamine du point d'attache (Structures 1, page 121).

A. Colonne de LCA-Sepharose (élution par une solution
d'a-D-méthylglucoside 0,15M.

B. Colonne de LCA-silice ; élution par une solution
d'a-D-méthylglucoside 0,3M & 20°C.

C. Colonne de LCA-silice ; élution par une solution
d'a-D-méthylglucoside 0,3M & 40°C.
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Figure 43 : Profils d'élution de structures biantennées fucosylées sur
1'osamine du point d'attache (Structures 3, page 121) sur une colonne de
LCA-silice.

A. Elution par une solution d'a-D-méthylglucoside 0,3M.
B. Elution par une solution d'éthylénediamine 20mM (pH 9).
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V.2. Conclusion.

La chromatographie d'affinité sur LCA immobilisée est également
une technique parfaitement adaptable en HPLC. Contrairement a la
ConA-silice, nous n'observons pas de diminution d'affinité vis-a-vis de
certaines structures mais plutét une augmentation. Ainsi, des structures
non fucosylées sur leur osamine du point d'attache tels les oligoman-
nosylpeptides lourds (9 mannoses) peuvent présenter de légéres
interactions avec cette lectine. De plus, l'utilisation d'un éluant comme
I'éthylénediamine facilite les fractionnements en évitant I'emploi de

solutions de sucres plus difficilement éliminées.

VI. FRACTIONNEMENTS SUR LECTINE DE SUREAU (SNA-I)

VIi.1. Résultats.

Dans le cas de la SNA-I, nous avons également utilisé une colonne
de silice (10cm x 0,46cm) contenant environ 40mg de lectine et compareé

ses performances & celles d'une colonne (8,5cm x 1,2cm) de SNA-I-

Sepharose.

Les deux types de support ne présentent aucune affinité envers
les glycannes non sialylés (Fig. 44).

De méme, les deux types de lectine immobilisée ne reconnaissent ni
la séquence NeuAc(a2-3)Gal , ni la séquence NeuAc(a2-6)GalNAcol d'un
disialyloligosaccharide-alditol (Structure 10, page 123).

Par contre, toutes les structures glycanniques de type complexe
présentant un ou plusieurs résidus de NeuAc ou NeuGe(a2-6)Gal sont
reconnues de la méme maniére par la lectine de Sureau immobilisée sur
Sepharose ou sur silice et sont éluées avec une solution de lactose 0,3M

(Fig. 45).
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Figure 45 : Profils d'élution de structures sialylées en a-(2,6) (élution par une solution de lactose 0,3M).

A. C. E. Colonne de SNA-I-Sepharose.

B. D. F. Colonne de SNA-I-silice.

A. B. Injection de glycannes tri- et tétraantennés (Structures 9, page 123).

C. D. Injection de glycannes biantennés (Structures 1, page 121).

E. F. Injection de glycannes biantenndés substitués & la fois par des résidus d'acides N-acétyl et

N-glycolylneuraminiques (Structures 2, page 121).
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Comme pour la colonne de LCA-silice, la SNA-I immobilisée sur

silice peut étre éluée avec de l'éthylénediamine 20mM (pH 9).

VI.2. Conclusion.

Comme dans le cas de la LCA-silice, nous utiliserons la SNA
immobilisée en mode HPLC pour nos fractionnements de glycosylpeptides
membranaires : cette lectine conserve toutes ses propriétés lors de nos
études et I'élution des structures glycanniques est parfaitement

réalisable a l'aide d'éthylénediamine en remplacement du lactose.
VII. CONCLUSIONS

La chromatographie d'affinité de haute performance sur colonnes de
lectine immobilisée sur silice permet de réaliser des séparations en
minutes et non en heures grdce a une vitesse d'élution de l'ordre de
0,5 & 2 ml/mn. Cependant, le chargement de la colonne doit étre réalisé
a un débit tres faible (0,1ml/mn), surtout lorsque l'affinité de la lectine
immobilisée envers les structures glycanniques qui lui sont présentées
est faible.

Un gain de temps appréciable est également obtenu lors de la
régénération du support d'affinité.

Le support des colonnes est en silice, résistant aux attaques
bactériennes contrairement au Sepharose. De plus, les billes de verre
microporeux offrent, par gramme de support, une surface pouvant
atteindre 300m2, permettant ainsi d'obtenir une plus forte densité en
lectine immobilisée et donc une capacité de fixation des structures
glycanniques augmentée.

Les affinités des lectines envers les structures glycanniques sont

peu modifiées, que ces lectines soient immobilisées sur Sepharose
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(chromatographie d'affinité conventionnelle) ou immobilisées sur silice
(chromatographie d'affinité de haute performance). Cette reproductibilité
de 1l'affinité de ces lectines envers la majorité des structures
glycanniques nous permet de conserver le schéma général de

fractionnement décrit précédemment (pages 114 a 116).
De plus, paralléelement & une vitesse de fractionnement beaucoup
plus rapide, cette technique nous donne des pics plus fins et donc des

volumes d'élution plus réduits.



Fractionnement des
structures glycanniques.
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I. MATERIELS ET METHODES.

I.1. Marquages radioactifs métaboliques.

Afin de comparer les structures glycanniques associées aux
glycoprotéines membranaires des cellules dans des phases de croissance
différentes, les fibroblastes sont cultivés en présence de glucosamine
tritiée D-[6-3H]GlcNAc ou 14C D-[1-14C]GlcNAc (Amersham) aux
concentrations respectives de 62,5uCi et 12,5uCi par boite de 80cm2 ou

14C]Fuc, dans les mémes

en présence de fucose L-[6-3H]Fuc ou L-[1-
conditions. Ces précurseurs sont ajoutés lors des repiquages. La
glucosamine permet principalement le marquage métabolique des résidus

de N-acétylglucosamine, de N-acétylgalactosamine et d'acide sialique

entrant dans la composition des chaines glycanniques (Fig. 46).

CMPNeuAc
G‘“ UDlt’Xyl ManNAc6P =e—w==d NeuAc9P =——===b NeuAc
GaliP UDPGIcUA <> UDP-IdUA MnnNAc
UDPGal <= UDPG"’ ——>GlcNAc UDPGIcNAc <+ UDPGalNAc
GlclP t

GlcNH 6P 4—b GIcNAC6P ¢ GIcNAciP

Glc = Glc6P > FruGP =t Frul,6diP ==t Glycolyse

!

Man6P <> ManlP

R

GDPMan <= GDPFuc

FuclP

t
(rue)

Figure 46 : RéEsumé des interconversions entre monosaccharides pouvant
s'effectuer dans la cellule. A partir de glucosamine radioactive, les
principaux résidus saccharidiques marqués sont : la N-acétylglucosamine,
la N-acétylgalactosamine et les acides siallques.
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1.2. Préparation des glycopeptides.

Les culots cellulaires sont délipidés selon la méthode de Oliver et

Hemmings (1975), adaptée par Cacan et al. (1980).

1.2.1. Délipidation des culots cellulaires.

Aprés ringage, les cellules fixées précédemment & 1'éthanol (voir
page 87) sont resuspendues dans du PBS pour obtenir un volume final
de 400ul. Cette suspension cellulaire est ensuite additionnée de 800ul de
méthanol et de 1200ul de chloroforme. Aprés agitation et centrifugation,
nous obtenons trois phases : une phase inférieure organique contenant
les lipides neutres et des intermédiaires lipidiques de type dolichols,
une phase supérieure contenant des composés plus hydrophiles comme
les gangliosides, les glycosyl-nucléotides et oligosaccharides libres ainsi
que des dolichol-pyrophosphate-oligosaccharides et enfin, a l'interface,
les protéines et glycoprotéines cellulaires (Fig. 47).

La phase inférieure est éliminée et les lipides neutres résiduels
sont réextraits de la phase supérieure quatre fois par 1ml de phase
inférieure théorique (86 volumes de chloroforme pour 14 de méthanol et
1 de MgCl2 4mM).

Afin d'éliminer les derniéres traces de gangliosides et d'oligo-
-saccharides libres, le précipité protéique est lavé trois fois par 2ml de
phase supérieure théorique (composée de : CH013/ CH:?’OH/MgCl2 4mM
dans les proportions 2/48/47 en volume). Le culot est rincé par 2ml
d'eau, puis subit une derniére extraction, quatre fois par 1,5ml de
mélange 10/10/3 (CHC13/CH30H/H20) afin d'éliminer les intermédiaires
de synthése du cycle des dolichols. Si deux phases apparaissent lors de
l'addition du mélange 10/10/3, il suffit d'ajouter goutte a goutte le

mélange CHCI3/ CH30H (1/1) pour obtenir un systéme monophasique.
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Figure 47 : Délipidation des culots cellulaires selon une méthode
dérivée de celle d'Oliver et Hemming (1975).
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Aprés évaporation des derniéres traces de solvants organiques, les
protéines et glycoprotéines cellulaires subissent wune hydrolyse

pronasique afin d'obtenir des glycopeptides.

1.2.2. Hydrolyse pronasique.

Le culot de protéines et de glycoprotéines cellulaires est dissous
dans 7ml de tampon Tris/HC1 0,1M & pH 8,4 contenant 10mM en CaClz.
L'hydrolyse se déroule a 37°C sous agitation, en trois cycles de 24h,
chacun d'eux comprenant une addition de 5mg de Pronase (Calbiochem).
Avant d'étre utilisé, 1'hydrolysat est dessalé sur une colonne (80 X
1,8cm) de Biogel P2 (BIORAD) équilibrée dans l'eau, & un débit de
10ml/h. Chaque repérage en sortie de colonne s'effectue par la mesure
de la radioactivité d'une fraction aliquote a 1l'aide d'un compteur a
scintillation liquide LS 6000TA (Beckman), le liquide scintillant utilisé
étant 1'Aqua Luma plus (Lumac LSC).

Aprés concentration, une partie de chaque hydrolysat est comptée
afin d'évaluer les quantités respectives de structures issues de chaque
lot cellulaire. Les co-fractionnements s'effectueront, au départ, avec la

14

méme quantité de radioactivité en tritium et en " "C, avec un minimum

de 400 000 dpm de chaque isotope.

II. FRACTIONNEMENTS.

I1.1. Chromatographie de gel filtration sur Ultrogel ACA 202.

I1.1.1 Mode opératoire.

Les glycopeptides sont repris par un volume de 1-2ml maximum de
tampon Tris/HC! 0,05M a pH 7,4 contenant 0,17M en NaCl et 0,02%
d'azide de sodium. Nous ajoutons également du rouge de phénol afin de

visualiser la fin du fractionnement.
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Cette solution est déposée sur une colonne d'Ultrogel ACA 202
(IBF) (94 X 1,8cm), équilibrée dans le tampon précédent. Le débit
d'élution est de 10ml/h et des fractions de 1,4ml sont récoltées par un
collecteur Redirac (LKB). La radioactivité de 200 a 500ul de chaque

fraction (suivant la radioactivité déposée sur la colonne) est mesurée

afin d'établir le profil d'élution de chaque lot glycopeptidique.

I1.1.2. Résultats.

Chaque fractionnement sur Ultrogel ACA 202 est caractérisé par
I'obtention de deux fractions majeures : une premiére fraction lourde
F1, éluée au volume mort de la colonne, renferme des protéoglycannes
ainsi que des O-glycosylpeptides de masse moléculaire élevée, dont la
partie peptidique était inaccessible a l'action de la pronase. Une seconde
fraction retardée (F2) correspond aux N-glycosylpeptides. Ces deux

fractions seront ultérieurement étudiées séparément.

II.1.2.a. Comparaison des structures glycanniques de fibroblastes &
différentes phases de croissance.

Dans un premier temps, nous avons comparé des cellules en
division active (phase exponentielle de croissance) aux mémes cellules
au repos (cultivées a confluence) afin de déterminer si la croissance
cellulaire était associée a des modifications de la glycosylation des
protéines membranaires.

Ainsi, des cellules BHK-21 en division active présentent, par gel
filtration, des modifications significatives de leur population glycannique
par rapport a ces mémes cellules en croissance minimale (Fig. 48A) : un
enrichissement en N-glycosylpeptides légers (retardés), sans doute de

type oligomannosidique ou biantenné incomplet, semble associé a une

phase active de croissance, ce qui est en contradiction avec des
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Figure 48 : Profils d'élution sur colonne d'Ultrogel ACA 202 des
hydrolysats pronasiques de glycoprotéines membranaires de cellules
BHK-21 (A) et NIH 3T3 (B) en phase exponentielle de crolssance (—) et
marquées avec de la glucosamine tritiée par rapport aux mémes cellléxles
cultivées & confluence (—=—) et marquées par de la glucosamine C ;
deux fractions majeures sont obtenues : une premiére (Fl) correspond aux
protéoglycannes et une deuxiéme (F2) comprend la plupart des
N-glycosylpeptides.
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travaux précédemment cités et qui montraient que des BHK-21 ou des
KL2 marquées au L-fucose présentaient un alourdissement de Ileurs
lorsque les cellules étaient en phase

structures glycopeptidiques

exponentielle de croissance par rapport aux mémes cellules cultivées a
confluence (Buck et al., 1971 ; Muramatsu et al., 1973).

Le méme fractionnement effectué a partir d'un autre fibroblaste
(NIH 3T3) donne un résultat moins prononcé (Fig. 48B). Il est & noter
que les profils obtenus a partir des fibroblastes NIH 3T3 et BHK-21

comme le confirme le

tableau XIII, les NIH 3T3, marqués a la glucosamine tritiée ou 14C,

présentent des aspects totalement différents

sont caractérisés par des structures beaucoup plus lourdes (F1) que les

BHK-21.

Tableau XIII : Répartition des glycosylpeptides de fibroblastes BHK-21
et NIH 3T3 a différents états de crolssance aprés fractionnement sur
Ultrogel ACA 202. La fraction Fl1 contient les protéoglycannes et les
O-glycosylpeptides et la fraction F2 1la plupart des N-glycosylpeptides.

BHK-21 | PHASE EXPONENTIELLE PLATEAU TARDIF
G1/5/G2M (%) G1l/5/G2M (%)
35/33/32 85/10/5
F1 10% 19%
F2 90% 81%
NIH 3T3| PHASE EXPONENTIELLE PLATEAU TARDIF
G1/5/G2M (%) G1/S/G2M (%)
40/28/32 65/22/13%
F1 33% 34%
F2 67% 66%

Une deuxiéme série de fractionnements nous permet de vérifier si

ces variations

concernent plus

phase(s) du cycle cellulaire.

particuliérement une

ou plusieurs
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II.1.2.b. Comparaison des structures glycanniques présentes dans des
cellules quiescentes ou en phase mitotique.

Un enrichissement en cellules mitotiques est obtenu grace a un
blocage par de la vinblastine sulfate sur des cellules en phase
exponentielle de croissance (voir p. 106).

Les fibroblastes normaux (BHK-21, Fig. 49A) ou transformés
(HSV, Fig. 49B) en mitose présentent un enrichissement en structures
glycanniques plus légéres dans leur fraction F2 (N-glycosylpeptides)
par rapport aux cellules en phases G1/ G0 (voir également tableau XIV),
cette différence dans les proportions n'étant pas plus nette que dans le
cas précédent des cellules en phase exponentielle comparées aux cellules
en plateau tardif. De plus, cette variation n'est pas plus élevée dans
les cellules transformées (HSV) que dans les cellules dites normales

(BHK-21).

Tableau XIV : Répartition aprés fractionnement sur Ultrogel ACA 202, des
structures glycosylpeptidiques de fibroblastes normaux BHK-21 ou
transformés HSV cultivés & confluence ou bloqués en métaphase par de la
sulfo-vinblastine., La fraction Fl comprend les protéoglycannes et la F2
la plupart des N-glycosylpeptides.

BHK-21 | BLOCAGE VINBLASTINE PLATEAU TARDIF

G1/8/G2M (%) G1/8/G2M (%)
4/11/85 58/19/13
F1 10% 6%
F2 90% 94%

HSV BLOCAGE VINBLASTINE PLATEAU TARDIF

G1/5/G2M (%) G1/5/G2M (%)
15/10/75 50/30/20
F1l 17% 17%

F2 83% 83%
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Figure 49 : Profils d'élution sur colonne d'Ultrogel ACA 202 des
hydrolysats pronasiques de glycoprotéines membranaires de cellules
BHK-21 (marquage fucose) (A) et HSV (marquage glucosamine) (B) ; les
structures glycanniques des cellules bloquées par la sulfo-vinblastine

( —~—) sont comparées a celles de cellules cultivées a confluence (—).
Deux fractions majeures sont obtenues : une premiére (Fl) comprenant les
protéoglycannes et une deuxiéme (F2) renfermant les N-glycosylpeptides.
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La comparaison des structures glycanniques associées aux
glycoprotéines membranaires de fibroblastes NIH 3T3 normaux ou
transformés enrichis en cellules mitotiques ou composés majoritairement
de cellules en phases G1 /GO aboutit aux mémes conclusions (Fig. 50C et
51A), c'est-a-dire une augmentation des proportions de structures

légeres pour les cellules en mitose.

II.1.2.c. Comparaison des structures glycanniques présentes dans des
fibroblastes murins interphasiques.

Les NIH 3T3 sont bloqués (voir p. 94 et 100) en phase S par un
double blocage thymidine ou en phase G2 par l'action du Hoechst 33342
(Fig. 50 A et B). Comparées par co-fractionnement & des populations
cellulaires enrichies en phases GO/Gl’ ces cellules ne présentent plus
tant d'hétérogénéité dans leur fraction glycopeptidique, les fractions
lourdes (F1) sont cependant plus importantes dans les cellules en
plateau tardif (Tableau XV).

Ces différences s'atténuent encore dans le cas des NIH
transformées par l'oncogéne ras (Fig. 51 B et C) : les lots cellulaires
en phases S et G2 sont également obtenus par double blocage thymidine
et par la bisbenzimide. Leurs profils d'élution sont comparés a celui de
cellules métaphasiques (blocage sulfo-vinblastine), les profils des
cellules interphasiques n'étant pas vraiment différents les uns des
autres. Les enrichissements permis par les divers blocages ne sont sans
doute pas suffisants.

Comme dans le cas des cellules BHK-21 normales ou transformées,
les proportions des protéoglycannes et des N-glycosylpeptides exprimées
dans le tableau XV ne révélent pas de différences significatives suivant

les diverses phases du cycle cellulaire.
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Figure 50 : Profils d'élution sur Ultrogel ACA 202 des hydrolysats
pronasiques de glycoprotéines membgﬁpaires de cellules NIH 3T3 marquées
par de la glucosamine tritiée ou C. Les structures glycanniques des
cellules cultivées & confluence (——) sont comparées tour & tour a
celles présentes dans ces cellules enrichies grdce a un double blocage
par la thymidine (A,——), un double blocage par la thymidine suivi par
1'action du Hoechst 33342 (B, ——), d'un blocage par la sulfo-vinblastine
(C, —— ). Deux fractions majeures sont obtenues : un premier pic (Fl)
correspond aux protéoglycannes et glycopeptides non hydrolysés par la
pronase et un pic (F2) comprend la plupart des N-glycosylpeptides.
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Figure 51 : Cofractionnements sur colonne d'Ultrogel ACA 202 des
hydrolysats pronasiques de glycoprotéines membrana%ﬁgs de cellules NIH
ras marquées par de la glucosamine tritiée ou C. Les structures
glycanniques des cellules bloquées par de la vinblastine sulfate (——)
sont comparées tour & tour & celles des mémes cellules cultivées a
confluence (A,——) ou ayan: su%i un double blocage par de la thymidine
(B,~—), un double blocage par la thymidine suivi de 1'action du Hoechst
33342 (C,~). Deux fractlons majeures sont obtenues : une premiére (Fl)
correspond aux protéoglycannes et une deuxiéme (F2) comprend la plupart
des N-glycosylpeptides.
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Tableau XV : Répartition aprés fractionnement sur Ultrogel ACA 202 de
fibroblastes normaux NIH 3T3 ou transformés NIH ras bloqués dans les

différentes phases du cycle cellulaire.

La fraction F1 comprend les

protéoglycannes et la fraction F2 la plupart des N-glycosylpeptides.

NIH 3T3 | CONFLUENCE | D.B. THYMIDINE HOECHST 33342 | VINBLASTINE
Gl/s/G2M G1/8/G2M (%) G1/5/G2M (%) Gl/s8/G2M
65/24/11 13/72/18 15/53/32 3/3/94
F1 31% 23% 195 18%
F2 69% 77% 81% 82%
NIH ras | CONFLUENCE | D.B. THYMIDINE HOECHST 33342 | VINBLASTINE
Gl/s/G2M Gl/5/G2M Gl/s/G2M Gl/s8/G2M
70/20/10 32/48/20 32/22/46 4/18/178
F1 20% 17% 11% 13%
F2 80% 83% 89% 87%

11.1.3. Conclusion.

Les chromatographies de gel-filtration sur Ultrogel ACA 202

montrent que les structures glycanniques des glycoprotéines
membranaires varient en fonction des différentes phases de croissance
des cellules en phase de croissance active et en latence. La principale
modification concerne une famille de N-glycosylpeptides de faible masse
moléculaire, plus abondante dans les cellules en multiplication active.
Dans chaque lot cellulaire, les deux fractions obtenues par
chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne d'Ultrogel ACA 202
sont dessalées séparément en vue d'une étude plus fine de leur

composition.

I1.2. Etude des glycannes liés O-glycosidiquement.

La fraction F1 obtenue sur Ultrogel ACA 202 renferme

principalement des protéoglycannes et des O-glycosylpeptides. Afin
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d'étudier la composition de ces derniers, nous avons procédé a une
B-élimination en milieu réducteur, libérant ainsi des glycannes sous

forme d'oligosaccharide-alditols.

II.2.1. Protocole.
I1.2.1.a. B-élimination en milieu réducteur.

Aprés dessalage, la fraction F1 est reprise par 2ml de NaOH 0,05N
contenant du NaBH 4 €N concentration molaire. La B-élimination s'effectue
sous agitation a 45°C et a reflux durant 16h. Le ballon est ensuite
refroidi et plongé dans un bain de glace pour effectuer la neutralisation
de la solution par addition de Dowex 50X8 (sous forme H+).

Les glycannes libérés sont récupérés par filtration sur laine de
verre aprés une élution de la résine par 10 volumes d'eau. La solution
est concentrée a sec par évaporation sous vide, reprise par du méthanol
et évaporée de nouveau afin d'éliminer les méthylborates formés. Nous
effectuons 3 levages par du méthanol afin d'éliminer le maximum de

borate résiduel.

II1.2.1.b. Elimination des protéoglycannes.

Les glycannes réduits ainsi obtenus sont ensuite repris par 1ml de
tampon ACA 202 et déposés sur la colonne précédemment décrite. Cette
nouvelle chromatographie de tamisage moléculaire est également effectuée
a un débit de 10ml/h et des fractions de 1,4ml sont collectées.

Deux mnouvelles populations glycanniques sont ainsi obtenues
(Tableau XVI). La premiére, éluée au volum: mort de la colonne,
correspond aux mucopolysaccharides provenan' des protéoglycannes ;
cette fraction n'a pas été étudiée. La deuxiéme, plus retardée,
correspond aux oligosaccharide-alditols libérés. Cette fraction est

dessalée et concentrée en vue d'un nouveau fractionnement.
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Tableau XVI : Répartition des protéoglycannes (fraction non retenue) et
des oligosaccharides-alditols (fraction retardée) des fibroblastes
BHK-21 et NIH 3T3 aprés B-€élimination et fractionnement sur ACA 202.

BHK-21 NIH 313
Expo Plateau Expo Plateau
Fraction non retenue 68% 47% 66% 58%
Fraction retardée 32% 53% 345 42%
NIH 373 Plateau |Thymidine| Hoechst |Vinblastine
Fraction non retenue 65% 65% 61% 64%
Fraction retardée 35% 35% 39% 36%

II.2.1.c. Fractionnement sur Biogel P4.

Les oligosaccharide-alditols sont déposés sur une colonne de Biogel
P4 (BIORAD) équilibrée dans un tampon acétate de pyridine 0,1IM a
pH=5,6 (108 X 1,8cm).

Les conditions d'élution sont les mémes que pour la colonne

d'Ultrogel ACA 202 (10ml/h ; fractions de 1,4ml).

I1.2.2. Résultats.

II.2.2.a. Comparaison des structures glycanniques présentes dans des
fibroblastes en différentes phases de croissance.

Comme le montre la figure 52A (fractionnement de glycannes de
BHK-21), la chromatographie de tamisage moléculaire sur Biogel P4
donne deux nouvelles populations majeures. La premiére (100-120ml)
contenant des structures lourdes et la deuxiéme, plus légeére,
correspondrait aux  oligosaccharide-alditols, celle-ci étant plus
hétérogéne que la premiére.

Chacune de ces deux populations est analysée par chromatographie
sur couche mince de gel de silice (Merck). Une premiére migration est

réalisée dans le systéme n-butanol/Hzolacide acétique (2/1/1,5). La
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plaque est ensuite soumise & une nouvelle migration dans un solvant
plus polaire : éthanol/eau/butanol/pyridine/acide acétique dont les
proportions en volume sont (100/30/10/10/5). Un témoin lactose ainsi
qu'un témoin disialyloligosaccharide-alditol préparé a partir de fétuine
(identique au témoin utilisé dans le chapitre sur la chromatographie
d'affinité) migrent également dans ces conditions.

La silice est prélevée par grattage de la plaque en zones de 0,5cm,
resuspendue dans 500ul d'eau et les profils de migration sont établis
aprés comptage de la radioactivité (Fig. 52 C et D).

La population plus lourde reste homogeéne alors que la fraction plus
légére permet de définir au moins deux zones présentant la méme
migration chromatographique que les témoins lactose et disialyl-
oligosaccharide-alditol. Ces zones sont identiques dans le cas des
BHK-21 en phase exponentielle de croissance et de ces cellules cultivées
a confluence.

De méme, l'étude par chromatographie de tamisage moléculaire sur
colonne de Biogel P4 de la fraction oligosaccharide-alditol de fibroblastes
NIH 3T3 en phase exponentielle de croissance ou quiescentes ne nous a
pas permis de mettre en évidence de différences associées aux

glycannes liés O-glycosidiquement (Fig. 52B).

I1.2.2.b. Comparaison des structures glycanniques présentes dans des
fibroblastes en fonction des phases du cycle cellulaire.

Nous avons confirmé ces résultats en comparant les glycannes de
ces mémes cellules NIH 3T3 traitées par un double blocage par la
thymidine (Fig. 53A), par la thymidine et la bisbenzimide 33342 (Fig.
53B) et par la vinblastine sulfate (Fig. 53C).

Cette méthode ne nous a pas permis de détecter une éventuelle

hétérogénéité de taille des O-glycannes en fonction de 1'état de
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Figure 53 : Profils d'élution sur colonne de Biogel P4 des oligosac-

charide-alditols de filbroblastes NIH 3T3 obtenus aprés B-élimination et

débarrassés des protéoglycannes par passage sur colonne d'Ultrogel ACA

202. Les populations fibroblastiques sont enrichies en cellules en phase

S par un double blocage thymidine (A, — ), en phase G2 par un double

blocage thymidine puis par action du Hoechst 33342 (B, —) ou en phase

mitotique par blocage par la vinblastine sulfate (C, — ) et sont

comparées chaque fols & une population enrichie en phase GO/Gl par
culture a confluence (—).
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croissance (Fig. 52) ou de la position des cellules dans le cycle
mitotique (Fig. 53).

La transformation de ces cellules n'y change rien, les fractions
O-glycosidiques de NIH ras obtenues par gel-filtration restent

homogénes tout au long du cycle cellulaire (Fig. 54).

I1.2.3. Conclusion.

La Dbiosynthése des glycannes liés O-glycosidiquement des
fibroblastes NIH 3T3 et BHK-21 ne subit apparemment pas de
modifications associées a la division cellulaire. Notre intérét s'est donc
porté sur l'étude des N-glycosylpeptides de la fraction retardée obtenue
sur colonne d'Ultrogel ACA 202, fraction présentant une certaine
hétérogénéité lors de ce tamisage moléculaire, notamment chez les
BHK-21. L'étude qualitative et quantitative de ces structures est
permise par l'emploi de lectines immobilisées telles que la ConA, la LCA

et la SNA.

I1.3. Etude des N-glycosylpeptides.

I1.3.1. Chromatographie d'affinité sur Concanavaline A immobilisée.
I1.3.1.1. Mode opératoire.

Les glycopeptides de la fraction F2 obtenue sur Ultrogel ACA 202
sont dessalés, concentrés, puis repris par un tampon acétate de sodium
5mM a pH 5,2 et contenant 0,1IM en NaCl, 1mM en MgCl2, 1ImM en
1mM en MnCl

CaCl et 0,02% d'azide de sodium.

2° 2
Ils sont ensuite déposés sur une colonne de ConA-Sepharose (10 X
1,3cm) (Pharmacia), équilibrée dans le méme tampon. L'élution s'effectue

a un débit de 10ml/h et des fractions de 4ml sont collectées.
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Figure 54 : Profils d'élution sur colonne de Biogel P4 des oligosac-
charide-alditols de fibroblastes transformés NIH ras obtenus aprés
B-élimination et é&limination des mucopolysaccharides par passage sur
colonne d'Ultrogel ACA 202. Les populations fibroblastiques sont
enrichies en phase G0O/Gl par culture & confluence (A,-), en phase S
par double blocage thymidine (B,——), en phase G2 par blocage par le
Hoechst 33342 (C,—) et comparées dans chaque cas & une population
enrichie en phase mitotique (——) par blocage par la sulfo-vinblastine.
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La premiére fraction obtenue contient les structures de type
N-acétyllactosaminique tri- et tétraantennées ou biantennées a
glucosamine intercalaire (Fig. 55), structures non reconnues par la

Concanavaline A et constituant la fraction non retenue (FNRC).
Une solution d'a-D-méthylglucoside 10mM dans le méme tampon
acétate permet ensuite l'élution des structures biantennées de type

N-acétyllactosaminique (FEC 10mM).
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Figure 55 : Symboles wutilisés pour représenter les différentes
structures fractionnées sur lectines immobilisées : glycannes de type
" N-acétyllactosaminique tétra- (A), ¢tri'- (B), tri- (C), bi- (D)
antennés, bilantennés & N-acétylglucosamine intercalaire (E), bilantenné
incomplet (F) et structure ollgomannosidique (G).

Enfin, une solution d'a-D-méthylglucoside a une concentration de

0,5M est utilisée pour éluer les structures oligomannosidiques, ainsi que
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les structures de type N-acétyllactosaminique biantennées incomplétes

trés fortement retenues par la Concanavaline A (FEC 0,5M).

II1.3.1.2. Résultats.

II.3.1.2.a. Comparaison des N-glycosylpeptides de fibroblastes en phase
exponentielle de croissance ou quiescents.

Dans le cas des fibroblastes BHK-21 ou NIH 3T3 en croissance
active (Fig. 56 et Tableau XVII), le fractionnement sur Concanavaline A
immobilisée réveéle une plus grande proportion de structures N-glyco-
sidiques présentant une grande affinité pour la Concanavaline A (FEC
0,5M) au détriment des structures biantennées de type
N-acétyllactosaminique (FEC 10mM) par rapport a ces mémes cellules

cultivées a confluence.

Tableau XVII : Répartition aprés fractionnement sur Ultrogel ACA 202 et
sur ConA-Sepharose des N-glycosylmembranaires de fibroblastes en
fonction de leur état de croissance et en fonction de la radioactivité
totale de départ.

BHK-21 FNRC FEC 10mM FEC 0,5M
EXPO 49% 11% 31%
PLATEAU 49% 18% 14%

NIH 373 FNRC FEC 10mM FEC 0,5M

o

EXPO 52% 7% 7

oF

PLATEAU 52% 11% 3

II.3.1.2.b. Comparaison des N-glycosylpeptides de fibroblastes normaux
en fonction des phases du cycle cellulaire.

Aprés un blocage par la sulfo-vinblastine, l'enrichissement en
phase mitotique des fibroblastes BHK-21 (Fig. 57A) ou NIH 3T3 (Fig.

58C) permet de confirmer les résultats obtenus avec les mémes cellules
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Figure 56 : Histogrammes représentant la répartition des N-glycopeptides
membranaires de fibroblastes BHK-21 (A) et NIH 3T3 (B) en phase
exponentielle de croissance ([__]) comparées aux mémes cellules cultivées
4 confluence (N) obtenue par fractionnement sur ConA-Sepharose.
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Figure 57 : Histogrammes représentant la répartition, apreés
fractionnement sur Concanavaline A-Sepharose, des N-glycosylpeptides
membranaires de fibroblastes normaux BHK-21 (A) et transformés HSV (B)
enrichis en phase mitotique aprés un blocage par la vinblastine sulfate
(CJ]) et comparés aux mémes cellules enrichies en phase G /G par
culture &8 confluence (KN).
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en phase exponentielle de croissance : ces cellules renferment plus de
structures oligomannosidiques et biantennées immatures que les mémes
cellules cultivées a confluence. Cette augmentation s'effectue
parallélement & wune diminution des structures biantennées de type
N-acétyllactosaminique matures.

Par contre, des populations cellulaires enrichies en phase S par
double blocage par la thymidine (Fig. 58A) ou en phase G2 par action
du Hoechst 33342 (Fig. 58B) ne présentent pas de modifications
significatives au niveau de ces différentes populations de
N-glycosylpeptides (voir également le tableau XVIII), par rapport aux

cellules cultivées a confluence.

Tableau XVIII : Répartition aprés fractionnements sur Ultrogel ACA 202
et sur ConA-Sepharose des N-glycosylpeptides membranaires de
fibroblastes en fonction des différentes phases du cycle cellulaire.

BHK-21 FNRC FEC 10mM | FEC 0,5M
VINBLASTINE
G1/S/G2M 53% 25% 12%
4/11/85%
PLATEAU
Gl1/s/G2M 56% 32% 5%
58/19/13%
NIH 373 FNRC FEC 10mM | FEC 0,5M
PLATEAU
G1/S/G2M 55% 11% 3%
65/24/11%
THYMIDINE
G1/8/G2M 62% 11% 5%
13/72/15%
HOECHST
G1/8/G2M 61% 15% 5%
15/53/32%
VINBLASTINE
Gl/S/G2M 60% 10% 12%
3/3/94%
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Figure 58 : Histogrammes représentant répartition,

fractionnement sur Concanavaline A-Sepharose,

des N-glycosylpeptides

membranaires de fibroblastes NIH 3T3 enrichis en phase S suite & un
double blocage par la thymidine (A,1), en phase G2 par action du
Hoechst 33342 (B,[]) ou en phase mitotique aprés un blocage par la
vinblastine sulfate (C,[]) et comparés dans les trois cas par des
cellules enrichies en phase GO/GI par culture & confluence (MY).



* 173 *
Fractionnements

II.3.1.2.c. Comparaison des N-glycosylpeptides de fibroblastes
transformés en fonction des phases du cycle cellulaire.

Les fibroblastes transformés, comme les HSV (Fig. 57B) ou NIH
ras (Fig. 59A) bloqués en phase mitotique voient également leurs
structures oligomannosidiques et biantennées incomplétes (FEC 0,5M)
augmenter, mais, cette fois, I'enrichissement semble s'effectuer au
détriment des structures de type N-acétyllactosaminique plus complexes
de la fraction non retenue. De plus, la population de structures
biantennées de type N-acétyllactosaminique (FEC 10mM) augmente
également au détriment de celle des glycannes tri- et tétraantennés.

Ce phénoméne se retrouve, quoique moins prononcé, lorsque sont
comparés les N-glycosylpeptides des fibroblastes NIH ras bloqués par de
la vinblastine sulfate aux N-glycosylpeptides des mémes cellules
enrichies en phase S (Fig. 59B) ou en phase G2 (Fig. 59C)
augmentation de toutes les fractions renfermant des glycannes fortement
retenus par la ConA au détriment des structures glycanniques non

retenues. Ces variations sont également exprimées dans le tableau XIX.

1I.3.1.3. Conclusions.

Les fractionnements des N-glycosylpeptides membranaires par
chromatographie d'affinité sur ConA-Sepharose mettent en évidence,
dans les cellules en croissance, une plus grande proportion de
structures glycanniques présentant une grande affinité envers Ila
lectine.

Un enrichissement en cellules mitotiques confirme ces résultats mais
sans toutefois les amplifier.

Dans des populations de cellules normales (BHK-21 et NIH 3T3),

cette augmentation dans les proportions de glycannes de type
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Figure 59 : Histogrammes représentant la répartition, apreés
fractionnement sur Concanavaline A-Sepharose, des N-glycosylpeptides
membranaires de fibroblastes NIH ras enrichis en phases GO0/Gl par
culture a confluence (A, ™), en phase S aprés double blocage par la
thymidine (B, XN) ou en phase G2 par action du Hoechst 33342 (C,NN) et
comparés, dans les troils cas, & ces mémes cellules enrichies en phase
mitotique par de la sulfo-vinblastine ([]).



* 175 *
Fractionnements

Tableau XIX : Répartition des N-glycosylpeptides membranaires de
fibroblastes transformés en fonction des phases du cycle cellulaire et
en référence & la radioactivité totale de départ.

HSV FNRC FEC 10mM | FEC 0,5M

VINBLASTINE

Gl/s/G2M 54% 17% 12%
15/10/75%

PLATEAU

G1/5/G2M 66% 12% 5%
50/30/20%

NIH ras FNRC FEC 10mM | FEC 0,5M

PLATEAU

Gl/s/G2M 66% 9% 5%
70/20/10%

THYMIDINE

G1/s/G2M 65% 11% 7%
32/48/20%

HOECHST

G1/S/G2M 69% 125 8%
32/22/46%
VINBLASTINE

G1/s8/G2M 62% 16% 10%

4/18/78%

oligomannosidique fortement retenus (FEC 0,5M) s'effectue au détriment
des structures biantennées de type N-acétyllactosaminique (FEC 10mM).

Par contre, dans les cellules transformées (HSV et NIH ras), cet
enrichissement s'effectue au détriment des structures de type
N-acétyllactosaminique plus complexes de la fraction non retenue
(FNRC). Le taux de structures biantennées est également en légére

augmentation dans les cellules mitotiques.
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11.3.2. Chromatographie d'affinité sur lectine de lentille immobilisée.
II.3.2.1. Mode opératoire.

Les fractions obtenues sur Concanavaline A-Sepharose sont
dessalées sur Biogel P2, concentrées, puis reprises par 500ul de PBS
pour étre injectées sur une colonne de LCA-silice (voir chapitre sur la
HPLC d'affinité, p. 133). L'injection s'effectue & un débit de 0,2ml/min
et des fractions de 4ml sont collectées. L'élution est réalisée par de
l'éthylénediamine 20mM (pH=9) a un débit de 2ml/mn.

Pour chaque fraction injectée, deux sous-fractions sont obtenues :
une fraction non retenue (FNRL) correspondant, dans le cas de la
FNRC, aux structures tétraantennées de type N-acétyllactosaminique,
aux structures triantennées en B-1,4, aux structures tri'-antennées en
B8-1,6 non fucosylées sur l'osamine du point d'attache ainsi qu'aux
structures biantennées a glucosamine intercalaire non-fucosylées. Les
structures biantennées de type N-acétyllactosaminique (FEC 10mM) non-
fucosylées sur l'osamine du point d'attache ne sont pas reconnues par la
lectine de lentille. De méme, dans la derniére fraction (FEC 0,5M), les
structures de type oligomannosidique ne présentent pas d'affinité pour
cette lectine ainsi que les structures de type N-acétyllactosaminique
biantennées incomplétes et non fucosylées sur la glucosamine du point
d'attache.

Les structures N-acétyllactosaminiques tri'-antennées, biantennées
a glucosamine intercalaire ou biantennées, ainsi que des structures
biantennées de type N-acétyllactosaminique incomplétes, fucosylées su~r
l'osamine du point d'attache interagissent avec la lectine de lentille
immobilisée et sont éluées par une solution d'éthylénediamine 20mM (FEL

20mM) .
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En résumé, cette lectine permet principalement de mettre en
évidence une activité accrue de l'activité enzymatique responsable du
branchement de résidus fucose en a-1,6 sur la N-acétylglucosamine du

point d'attache.

II.3.2.2. Résultats.
I1.3.2,2.a. Comparaison des N-glycosylpeptides membranaires de

fibroblastes en phase exponentielle de croissance ou
quiescents.

14C par les fibroblastes

Aprés incorporation de glucosamine 3H ou
BHK-21 ou NIH 3T3, le fractionnement sur lectine de lentille immobilisée
des N-glycosylpeptides non retenus sur ConA (FNRC) ne fait apparaitre
aucune différence dans les deux sous-populations obtenues entre
cellules en multiplication rapide ou cellules quiescentes (Fig. 60).

Dans le cas des structures biantennées (FEC 10mM), les différents
états de croissance engendrent assez peu d'hétérogénéité. Il n'est, en
effet, détecté de différences qu'entre les types cellulaires : les
structures des BHK-21 sont retenues, en moyenne, a 75% par la LCA
contre 40% pour celles des NIH 3T3. Ainsi, ce deuxiéme fractionnement
n'apporte pas d'éléments nouveaux dans notre étude des
N-glycosylpeptides : le double fractionnement (ConA + LCA) illustré par
la figure 61 ne permet pas de relier la glycosylation des glycannes de
type N-acétyllactosaminique et, plus particuliérement, la fucosylation en
a-1,6 sur la premiére osamine, au déroulement de la croissance des
fibroblastes BHK-21 et NIH 3T3. Nous ne retrouvons que le déficit en
structures biantennées dans les cellules en phase exponentielle de
croissance.

Quant aux structures fortement retenues sur ConA (FEC 0,5M) de

type oligomannosidique et de type N-acétyllactosaminique biantenné

incomplet, elles ont des comportements chromatographiques différents
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aprés fractionnement sur LCA-silice :
obtenue lors du passage sur ConA-Sepharose en donne deux nouvelles : une
fraction non-retenue (FNRL,%7J) et une fraction éluée par de 1'éthyléne

fibroblastes BHK-21 (A) et NIH 3T3 (B),
diamine 20mM (FEL 20mM,[]).

Figure 60
crolssance,



* 179 *
Fractionnements

60% -
@xz. por: T
504 %,‘;.iu
45 ‘
U
40% ‘
3
Se
l

30% i 4 . .}"_M.
::3,...‘.. :2:}"‘ 21 "}*i-m

20% . 17 15
: . 13
3 9 ‘-D-.-Ob-o-o-ul 9
i 9 O
10% 5
3 2
0% FNRL FEL 20mM ]FNRL FEL 20mM FNRL FEL 20mM
FNRC FEC 10mM FEC 0,5M
B % DPM
{7 [J
Asn
3
AL ¢ +/-
60% 55 56 e iin

40% - %;4‘-

Asa
30% ﬁ’i
23 23 %oo—u-

20% e - _
o S 10 )
10% ;% s 5 Tt

4
11
0% i S
FNRL FEL 20mM FNRL FEL 20mM FNRL FEL 20mM
FNRC FEC 10mM FEC 0,5M

Figure 61 : Histogrammes représentant la répartition des N-glycosyl-
peptides membranaifes delfibroblastes BHK-21 (A) et NIH 3T3 (B), marqués
4 la glucosamine “H et C, en phase exponentielle de croissance ([])
ou cultivées & confluence (@) aprés fractionnement sur ConA-Sepharose,
puls sur LCA-silice.
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sur LCA selon l'état de croissance des cellules : en général les BHK-21
en phase exponentielle sont plus riches en structures fucosylées sur
leur osamine du point d'attache que les cellules en plateau tardif, alors
que le phénoméne apparait inversé dans les NIH 3T3.

Le tableau XX résume les différences obtenues entre BHK-21 et
NIH 3T3 : un fort taux de structures fortement retenues pour la ConA
et fucosylées sur la glucosamine du point d'attache pour les BHK-21 en
phase exponentielle, alors que des différences minimes sont remarquées

entre les fractions retenues (FEC 0,5M et FEC 10mM) pour les NIH 3T3.

Tableau XX : Répartition des N-glycosylpeptides membranaires de
fibroblastes en fonction de leur état de croissance et en fonction de la
radioactivité totale de départ fractionnée successivement sur ACA 202
puis sur ConA-Sepharose et LCA-silice.

BHK-21 NIH 373
EXPO PLATEAU EXPO PLATEAU

Gl/8/G2M Gl/s/G2M Gl1l/s/G2M Gl/5/G2M

35/33/32% 85/10/5% 40/28/32% 65/22/13%
FNRC-FNRL 41% 42% 37% 37%
FNRC-FEL 20mM 8% 7% 15% 15%
FEC 10mM-FNRL 3% 4% 4% 7%
FEC 10mM-FEL 20mM 8% 14% 3% 4%
FEC 0,5M-FNRL 19% 13% 6% 2%
FEC 0,5M-FEL 20mM 12% 1% <1% <1%

II.3.2.2.b. Comparaison des N-glycosylpeptides de fibroblastes normaux
ou transformés en phases mitotique et GI/GO‘
«) Fibroblastes normaux BHK-21 :
Afin de permettre une meilleure mise en évidence d'une éventuelle

différence de fucosylation, nous avons marqué les glycannes des
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14C et comparé

fibroblastes BHK-21 par incorporation de fucose 3H ou
les N-glycosylpeptides membranaires de ces cellules bloquées en phase
mitotique par de la vinblastine sulfate ou cultivées a confluence (Fig.
62A).

Nous n'avons pas décelé de différences notables en ce qui concerne
les structures biantennées et n'avons enregistré qu'une légére
modification des proportions des autres structures.

Des représentations plus générales de ces résultats : répartition
des N-glycosylpeptides aprés un double fractionnement ConA-LCA des
N-glycosylpeptides (Fig. 63A) ou des glycannes totaux de départ apreés
chromatographie de gel-filtration, puis d'affinité sur lectines (tableau
XXI), ne permettent pas de différencier notablement les phases G()/G1
et M des BHK-21 en fonction de leur état de glycosylation.

I1 apparait globalement que des cellules & métabolisme réduit
(GO/GI) sont plus riches en structures biantennées fucosylées que
lorsqu'elles sont en métabolisme accéléré (blocage par la vinblastine) et
que ces proportions s'inversent pour les structures biantennées
incomplétes fucosylées.

Quant aux structures "plus lourdes" de la fraction non retenue sur

ConA (FNRC), l'activité de fucosylation est légérement plus importante

dans les cellules en mitose.

B) Fibroblastes transformés HSV :

Un marquage classique des N-glycosylpeptides membranaires par
incorporation de glucosamine 3H ou 140 ne révele pas de différences
notables de fucosylation de ces structures par fractionnement sur LCA

immobilisée (Fig. 62B) : comme dans le cas des BHK-21 normaux, les

structures fortement retenues sur ConA se comportent différemment
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Figure 63 : Histogrammes représentant la répartition des N-glycosyl-
peptides membranaires de fibroblastes normaux BHK-21 (marquage par le
fucose) (A) et transformés HSV (marquage par la glucosamine) (B) bloqués
par de la vinblastine sulfate ([_]) ou cultivés a confluence (P4) aprés
fractionnement sur ConA-Sepharose, puis sur LCA-sllice.
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Tableau XXI Répartition des N-glycosylpeptides membranaires de
fibroblastes BHK-21 et HSV bloqués en métaphase ou cultivés a confluence
et en fonction de 1la radioactivité totale de départ, fractionnés
successivement sur ACA 202 puis ConA-Sepharose et LCA-silice.

BHK-21 HSV
VINBLASTINE PLATEAU VINBLASTINE PLATEAU

Gl/8/G2M Gl1/8/G2M Gl/s/G2M Gl/8/G2M

4/11/85% 58/19/13% 15/10/75% 50/30/20%
FNRC-FNRL 405 48% 42% 53%
FNRC-FEL 20mM 13% 8% 12% 13%
FEC 10mM-FNRL 2% 15 45 3%
FEC 10mM-FEL 20mM 24% 31% 13% 9%
FEC 0,5M-FNRL 3% <1% 8% 4%
FEC 0,5M-FEL 20mM 9% 4% 4% 1%

suivant la phase du cycle étudiée, mais ce comportement est minime et
inversé : les cellules au métabolisme plus actif (blocage par Ila
vinblastine) forment plus de structures biantennées incomplétes mais
fucosylées, que lorqu'elles sont au repos.

Une représentation générale du fractionnement des N-glycosyl-
peptides sur ConA et LCA (Fig. 63B) ou des glycannes totaux (tableau
XXI) sur ACA 202 puis ConA/LCA immobilisées ne peut permettre de
lier leur métabolisme au cycle, nous pouvons juste déceler une légére
structures Dbiantennées (fucosylées ou non) ou

dominance des

oligomannosidiques dans les cellules mitotiques au détriment des

structures lourdes.
La notion de cellule en métabolisme actif ou au repos n'est pas

parfaitement traduisible en terme de glycosylation dans ce cas-ci.
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I1.3.2.2.c. Comparaison des N-glycosylpeptides membranaires de cellules
normales ou transformées, enrichies dans les différentes
phases du cycle cellulaire.

«a) Fibroblastes normaux NIH 3T3 :

La figure 64 est caractérisée par un appauvrissement des
structures fucosylées biantennées matures dans les cellules cultivées a
confluence, alors que ces derniéres sont enrichies en glycannes
biantennés incomplets et fucosylés fortement affines pour la ConA.

Par contre, aucune différence n'est enregistrée dans les fractions
complexes non retenues sur ConA.

Lorsque nous tenons compte de la répartition des différentes
structures N-glycosylpeptidiques aprés fractionnements successifs sur
ConA et LCA (Fig. 65) ou de la répartition de la totalité des
glycopeptides de départ, y compris les protéoglycannes, (tableau XXII),
les légeres différences enregistrées n'apparaissent plus, surtout dans le
cas les cellules en interphase. Seules les cellules blogquées en mitose

présentent une légére prédominance dans la plupart des sous-fractions

reconnues par la ConA.

Tableau XXII : Répartition des N-glycosylpeptides membranaires de
fibroblastes NIH 3T3 blogqués dans les différentes phases du cycle
cellulaire, en fonction de 1la radioactivité totale de départ,
fractionnée successivement sur ACA 202, ConA-sepharose et LCA-silice.

PLATEAU THYMIDINE HOECHST VINBLASTINE
NIH 3T3 Gl/s/G2M cl/s/G2M Gl/s/G2M Gl1/s/G2M
65/24/11% 13/72/15% 15/53/32% 3/3/94%

FNRC-FNRL 40% 46% 49% 47%
FNRC-FEL 20mM 11% 16% 12% 13%
FEC 10mM-FNRL 7% 6% 7% 3%

FEC 10mM-FEL 20mM 4% 5% 8% 7%
FEC 0,5M-FNRL 3% 5% 5% 9%
FEC 0,5M-FEL 20mM 1% <1% <1% 3%
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Flgure 65 : Histogrammes représentant la répartition des N-glycosyl-
peptides memgranairﬁ de fibroblastes NIH 3T3, marqués par de la
glucosamine “H ou C, aprés fractionnement sur ConA puis LCA. Ces
fibroblastes ont été enrichis en différentes phases du cycle par :
culture & confluence pour la phase GO/Gl (W4 ), double blocage par la
thymidine (A,[”]) pour la phase S, blocages par la thymidine et le
Hoechst (B,[]) pour la phase G2, blocage par la vinblastine (C,(])
pour la phase mitotique.
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B) Fibroblastes transformés NIH ras :

La figure 68 résume les différents fractionnements sur LCA de
glycopeptides de cellules transformées. Elle montre wune légére
augmentation de la quantité de structures retenues par la LCA par
rapport aux cellules normales, notamment dans les fractions reconnues
par la ConA. Les cellules en mitose comportent un plus grand nombre
de structures biantennées fucosylées que les cellules en interphase.

L'allure plus générale de 1la répartition des structures
N-glycanniques aprés le double fractionnement ConA/LCA (Fig. 67) ou
de la totalité des structures (tableau XXIII) nous laissent penser que le
cycle cellulaire n'engendre pas de différences de la glycosylation de
surface des cellules transformées et que seules les fractions reconnues
par la ConA et la LCA des cellules bloquées par la vinblastine sont

légerement enrichies en structures fucosylées.

Tableau XXIII : Répartition des N-glycosylpeptides membranaires de
fibroblastes transformés NIH ras bloqués dans les quatre phases du cycle
cellulaire et en fonction de 1la radioactivité totale de départ,
fractionnés successivement sur ACA 202, puis ConA-Sepharose et LCA-
silice.

PLATEAU THYMIDINE HOECHST VINBLASTINE
NIH ras Gl/s8/G2M G1/s/G2M Gl1/8/G2M Gl/s/G2M
70/20/10%| 32/48/20% 32/22/46% 4/18/78%

FNRC-FNRL 55% 53% 58% 47%
FNRC-FEL 20mM 11% 12% 11% 14%
FEC 10mM-FNRL 4% 5% 7% 6%

FEC 10mM-FEL 20mM 5% 6% 5% 9%
FEC 0,5M-FNRL 3% 5% 6% 6%

FEC 0,5M-FEL 20mM 2
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II.3.2.3. Conclusions.

Le cas particulier de la fucosylation en a-1,6 sur la glucosamine du
point d'attache ne semble pas tributaire d'une quelconque régulation liée
aux événements composant le cycle cellulaire.

Les seules différences rencontrées lors des fractionnements sur
LCA-silice ne peuvent étre mises qu'au crédit de la croissance cellulaire
et non du cycle lui-méme. De plus ces variations ne se rencontrent pas
identiquement dans chaque type cellulaire.

En régle générale le taux de structures fucosylées est plus élevé
dans les cellules en croissance ou bloquées en métaphase par rapport
aux mémes cellules en quiescence ou en interphase. Il en est de méme
pour les fractions fortement retenues par la ConA : présence d'une plus
grande quantité de structures fucosylées dans les cellules en mitose que
dans les cellules en interphase. L'activité de 1'a-1,6 fucosyltransférase
semble donc augmentée dans les cellules en mitose, mais cette activation
est trop légére pour pouvoir la lier définitivement a la régulation du

cycle cellulaire.

I1.3.3. Chromatographie d'affinité sur lectine de sureau (SNA-I)
immobilisée.

II.3.3.1. Mode opératoire.

Les fractions glycopeptidiques préparées a partir des fibroblastes
NIH 3T3 ou NIH ras et susceptibles de contenir des structures sialylées
(FNRC et FEC 10mM retenues ou non sur LCA) sont dessalées sur
Biogel P2, concentrées par évaporation et reprises par 500ul de PBS.
Les analyses sont effectuées sur une colonne de SNA-silice (voir

chapitre sur la HPLC d'affinité) a un débit de 0,2ml/mn et des fractions

de 4ml sont collectées.
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La fraction non-retenue (FNRS) renferme les structures non-
sialylées et/ou les structures sialylées en a-2,3.
La fraction éluée par une solution de lactose 0,3M dans du PBS
renferme des N-glycosylpeptides présentant au moins un résidu d'acide

sialique en a-2,6.

I1.3.3.2. Résultats.
II.3.3.2.a. Fibroblastes normaux NIH 3T3 :

La figure 68 montre clairement que la sialylation en a-2,6 des
structures tri- et tétraantennées de fibroblastes NIH 3T3 ne subit pas
de régulation dépendante du cycle cellulaire. En effet, les fractions

retenues par la SNA sont presque toutes de l'ordre de 10% et seule celle
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Figure 68 : Répartition, aprés fractionnement sur SNA-silice, des
N-glycosylpeptides membranaires de fibroblastes NIH 3T3 bloqués par de
la vinblastine sulfate ou cultivés a confluence. Aprés passage sur ConA
et LCA, chaque fraction en donne deux nouvelles : une premiére fraction
non-retenue (FNRS, Y7/} ) et une seconde éluée par une solution de lactose
0,3M (FES 0,3M,[_]).



* 193 *

Fractionnements
contenant les structures biantennées de type N-acétyllactosaminique de
cellules bloquées en métaphase voit sa valeur doubler.

Dans le cas de cellules BHK-21 (non représenté), le résultat est le
méme : aucune différence n'est perceptible et, dans chaque cas, la

lectine ne retient que moins de 5% des structures.

II.3.3.2.b. Fibroblastes transformés NIH ras :

En comparant les histogrammes des fractions issues de cellules a
différentes phases du cycle, nous ne pouvons déceler de différences
dans leur comportement chromatographique sur SNA immobilisée.
Toutefois, les fractions retenues sur LCA ont un taux de sialylation en

a-2,6 supérieur par rapport aux fractions non retenues (Fig. 69).

II.3.3.3. Conclusions.

La sialylation en a-2,6 des structures de type N-acétyllacto-
saminique bi- et tri'-antennées n'est pas dépendante d'une régulation
associée au cycle cellulaire.

La comparaison des figures 68 et 69 nous permet cependant de
remarquer que le taux des structures reconnues par la SNA est
beaucoup plus important dans les cellules transformées (NIH ras) que

dans les cellules normales (NIH 3T3).

I1.3.4. Estimation du degré de sialylation des structures biantennées de
type N-acétyllactosaminique.

II.3.4.1. Mode opératoire.

Les fractions contenant les glycopeptides biantennés (FEC 10mM)
sont dessalées sur Biogel P2, concentrées et reprises par 300ul d'eau.
Les solutions sont déposées sur une feuille de papier Whatman n°3 ainsi

que des témoins biantennés sialylés et non-sialylés (témoins provenant
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d'un hydrolysat pronasique de fibrinogéne déja utilisés en HPLC
d'affinité (p. 121)). La migration se déroule 12h sous une tension de
330v (50mA) dans un tampon pyridine/acide acétique (5/1) dilué a 20%

dans l'eau. La feuille est ensuite séchée, puis découpée en bandes de

lcm. Ces derniéres sont éluées et la radioactivité de 1'éluat est comptée.

II.3.4.2. Résultats.
Comme le montre la figure 70, il n'apparait pas d'hétérogénéité de
sialylation sur les glycannes biantennés totaux (FEC 10mM) de cellules

BHK-21 en phase exponentielle de croissance et en plateau tardif.
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Figure 70 : Migration électrophorétique des glycopeptides biantennés
totaux (FEC 10mM) de cellules BHK21 en phase exponentielle de croissance
(—) et cultivées & confluence (—).

Les pourcentages de structures sialylées indiqués dans le tableau

XXIV ne présentent pas de variations dépendantes de la croissance

cellulaire. Les valeurs entre parenthéses tiennent compte de Ila
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proportion réelle des structures biantennées dans I'ensemble des
glycosylpeptides.

La différence (augmentation de la sialylation des biantennés de
cellules & confluence) apparaissant dans ces deuxiémes valeurs n'étant
vraisemblablement dide qu'a une différence du taux de structures
bientennées, donc a une plus grande quantité de substrat pour les

sialyltransférases.

Tableau XXIV : Séparation par électrophorése de structures biantennées
membranaires de fibroblastes suivant leur sialylation et en fonction de
leur état de croissance.

BHK-21 (FEC 10mM)

Phase exponentielle
Gl/s/G2M
35/33/32%

Plateau tardif
Gl/s/G2M
85/10/5%

Biantennés non sialylés

10% (2%)

Biantennés monosialylés

Biantennés disialylés

86% (9%)-

69% (12%)
90% (16%)
21% (4%)

D'autres fibroblastes, comme NIH 3T3 et NIH ras (Tableau XXV),
n'offrent pas de variations dans la sialylation de leurs structures

biantennées non retenues sur SNA (FEC 10mM-FNRS) et ces

glycopeptides présentent la méme mobilité électrophorétique en cas de

blocage par la vinblastine sulfate et de culture & confluence (Fig. 71).

I1.3.4.3. Conclusion.

Les différentes phases du cycle de cellules normales ou

transformées ne semblent pas liées & une variation du taux de

sialylation de leurs structures biantennées de type N-acétyl-

lactosaminique.
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Figure 71 : Migration électrophorétique des glycopeptides biantennés
(FEC 10mM, FNRS) de cellules NIH 3T3 (A) et NIH ras (B) bloquées par de
la vinblastine sulfate (——) comparées aux mémes cellules cultivées a
confluence (—).
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Séparation par électrophorése de fibroblastes bloqués en

métaphase ou cultivés & confluence suivant leur degré de sialylation.

NIH 3T3 (FEC 10mM FNRS)

Blocage vinblastine
Gl/s/G2M
3/3/94%

Plateau tardif
G1/s/G2M
65/24/11%

Biantennés non sialylés

345 (4%)

Biantennés monosialylés

67% (7%)

Biantennés disialylés

40% (4%)

66% (7%)-
26% (3%)

Blocage vinblastine

Plateau tardif

NIH ras (FEC 10mM FNRS) G1/s/G2M Gl1/s/G2M
4/18/78% 70/20/10%
Biantennés non sialylés 16% (3%) 15% (1%)
Biantennés monosialylés 28% (4%) 30% (3%)
84% (13%) 85% (8%)-

Biantennés disialylés 56% (9%) 55% (5%)

I1.3.5. Fractionnement des structures oligomannosidiques.

Aprés avoir étudié les variations associées aux glycannes de type
N-acétyllactosaminique en fonction du cycle cellulaire, nous avons
commencé l'étude des structures oligomannosidiques contenues dans les

fractions fortement retenues sur Concanavaline A (FEC 0,5M) et non

retenues sur lectine de lentille (FNRL), ces fractions étant celles

présentant le plus de variations lors des différentes phases du cycle.

II1.3.5.1. Mode opératoire.
Les fractions (FEC 0,5M, FNRL) sont dessalées sur Biogel P2,
concentrées et reprises par 250ul d'un tampon citrate 0,05M & pH 5 et

décimolaire en NaCl. Les glycannes sont ensuite libérés par 10mU

[y

d'endoglycosidase H (Boehringer) durant 18h & 37°C. Cette enzyme

hydrolyse 1la liaison entre les deux glucosamines du noyau

pentasaccharidique et libére ainsi des structures oligomannosidiques a
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une N-acétylosamine terminale. Une fois 1'hydrolyse enzymatique
terminée, le tube est chauffé 2mn dans un bain-marie & 100°C pour
dénaturer l'enzyme. Le mélange réactionnel est ensuite passé sur une
colonne (5ml) de Dowex 1X2 sous forme acétate et équilibrée dans de
l'eau. L'éluat obtenu est dessalé sur Biogel P2, concentré et repris
dans 100ul du mélange acétonitrile/eau (70/30). Apres filtration, chaque
échantillon est injecté sur colonne Amino (Supelco ; longueur 25cm,
diameétre 4,6cm ; diamétre des particules 5um) branchée sur une pompe
a gradient Spectra Physics SP8800. Le fractionnement s'effectue gréce a
un gradient d'acétonitrile/eau dont les proportions varient de 70/30 a
50/50 en 80mn. Des fractions de 1ml sont collectées et comptées dans un

compteur & scintillation LS 6000TA Beckman (liquide scintillant : Aqua

Luma plus ; Lumac LSC).

II.3.5.2. Résultats.

Les profils d'élution sont représentés dans la figure 72. Des
témoins a deux osamines précédemment injectés (M. Bélard, au
laboratoire) permettent de déterminer le contenu de chaque pic
principal. Les profils obtenus tiennent compte du décalage occasionné
par la présence des deux osamines sur les témoins injectés.

Ces profils mettent en évidence une certaine hétérogénéité de
composition en structures oligomannosidiques, surtout pour les cellules
transformées par l'oncogéne ras, entre des cellules bloquées par la

vinblastine et des cellules cultivées & confluence.

II.3.5.3. Conclusion.
Les variations enregistrées semblent assez minimes et nous ne

pouvons en tirer de conclusions précises, le marquage par la
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Figure 72 : Profils d'élution, en HPLC sur colonne Amino, de glycannes
provenant de la fraction oligomannosidique (FEC 0,5M, FNRL) de cellules
NIH 3T3 (A) et NIH ras (B) et 1ibérés de leur partie peptidique par une
endoglycannase H. Les cellules étudiées sont bloquées par de la
vinblastine sulfate (=) ou cultivées a& confluence (——). Des glycannes
&4 deux résidus de N-acétylglucosamine sont employés comme témoins.
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glucosamine n'étant pas approprié pour cette étude ; un marquage par
du mannose serait plus convainquant pour vérifier une hétérogénéité
dans la population oligomannosidique en fonction de 1'état de croissance

des cellules.

III. CONCLUSIONS.

Les premiers fractionnements effectués ont mis en évidence une
évolution dans la constitution des fractions glycopeptidiques
membranaires de fibroblastes en fonction de leur état de croissance et
ceci a des taux différents suivant les modéles cellulaires. Ces
différences s'amplifient lorsque 1'on compare des cellules fraichement

activées et d'autres en phase de latence prononcée.
P P

D'autres études nous ont montré que ces variations ne se
rencontraient pas dans le cas des structures O-glycosidiques. Nous
pouvons donc en conclure que le métabolisme des glycannes des

O-glycosylprotéines est indépendant de la régulation du cycle cellulaire.

L'étude plus détaillée des structures N-glycosidiques a mis & jour
des différences de proportions dans les fractions contenant Iles
structures oligomannosidiques et N-acétyllactosaminique biantennées
incomplétes, ces fractions augmentant dans les cellules en phase
exponentielle de croissance, surtout dans les fibroblastes BHK-21, et
ceci aux dépens des structures biantennées complétes. De plus,
I'utilisation de LCA immobilisée révele des degrés d'affinité différents de
ces derniéres fractions vis & vis de cette lectine, ce qui nous incite a

attribuer les variations observées aux structures oligomannosidiques.
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Une étude plus spécifique de celles-ci a été entamée, mais doit étre

approfondie.

L'étude particuliére de la sialylation des glycannes n'a pas révélé
de différences a ce niveau et seules les fractions retenues sur LCA
présentent une plus grande affinité pour la SNA. Nous avons surtout
mis en évidence d'augmentation du taux de résidus a-2,6NeuAc dans les

cellules NIH 3T3 transformées par l'oncogéne ras.

Contrairement & ce que nous pouvions penser, l'étude de
populations cellulaires bloquées en métaphase n'amplifie pas Iles
phénoménes rencontrés lors des fractionnements de glycopeptides issus
de cellules a différents états de croissance. Des lots cellulaires enrichis
en phase S ou en phase 62 ont le plus souvent des comportements
chromatographiques voisins des cellules en Gll GO'

Si une régulation du métabolisme des glycannes des
N-glycosylprotéines membranaires existe, elle est donc plutét liée aux
phénoménes d'activation, de déclenchement de la croissance -cellulaire

qu'a une régulation du cycle cellulaire lui méme.
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Les conclusions que nous pouvons tirer d'une maniére générale,

des résultats obtenus sont les suivantes :

1- Les méthodes de synchronisation que nous avons sélectionnées
fournissent des quantités appréciables de cellules marquées, suffisantes
pour permettre d'en extraire et fractionner les glycopeptides. Ces
protocoles sont de mise en oeuvre facile et donnent des populations
cellulaires qui, a défaut d'étre entiérement bloquées en une phase
précise, présentent des compositions suffisamment différentes pour étre
comparées. Toutefois, 1'emploi d'agents chimiques, susceptibles de
modifier le métabolisme des glycoprotéines, nous oblige a interpréter nos

résultats avec prudence.

2- L'adaptation de la chromatographie d'affinité classique sur
lectines en mode HPLC que nous avons réalisée n'altére pas les
propriétés de ces agglutinines qui conservent, dans la quasi-totalité des
cas, leurs affinités respectives vis-a-vis des structures glycanniques
présentées. Il s'agit d'une technique qui optimise l'utilisation des
colonnes de lectines en supprimant les contraintes liées aux supports
"mous" et en permettant l'emploi de solvants d'élution non-glucidiques.
En outre, elle est beaucoup plus rapide que la méthode classique, les
fractions obtenues ont des volumes réduits et les supports

chromatographiques sont immédiatement réutilisables.

3- Le fractionnement des glycannes de cellules en fonction de leur
situation dans le cycle cellulaire n'ont pas apporté de résultats aussi

spectaculaires que nous l'espérions.
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Ainsi, la synthése des O-glycannes ne semble pas modifiée au
cours du cycle mitotique. Nous devons toutefois convenir que nous n'en
avons réalisé qu'une étude sommaire.

Dans le cas des N~-glycosylprotéines, les résultats synthétisés dans
le tableau XXVI nous permettent de souligner les points suivants :

a- Dans tous les cas, nous observons des variations en sens
inverse de la synthése des glycannes de type N-acétyllactosaminique et
de type oligomannosidique, variations logiques puisque les seconds sont
les précurseurs des premiers.

b- Entre cellules en phase exponentielle de croissance et cellules
en quiescence (phase Go), les différences sont trés nettes et portent
essentiellement sur les glycannes biantennés et les glycannes de type
oligomannosidique. Nous pouvons, a cet égard, souligner le fait que les
différences dans la glycosylation sont plutét liées a la croissance des
cellules qu'a leur cycle mitotique et qu'il y a plus une "opposition
croissance/quiescence" qu'une "opposition entre phases".

La cellule semble ne pas prendre le temps d'achever la synthése
des N-glycosylprotéines pour présenter ainsi & sa surface une plus
grande proportion de stuctures de type N-acétyllactosaminique
biantennées ne possédant que des embryons de branches.

c- Quant aux variations de structures glycanniques au cours du
cycle mitotique, il apparait clairement que les phases S et G2 n'aménent
aucune variation structurale, contrairement aux phases G0 et G1
initiatrices du cycle et & la phase M par laquelle s'achéve ce méme
cycle.

d- Les variations observées en phases Go/ G1 et M concernent
essentiellement les structures de type N-acétyllactosaminique et de type

oligomannosidique. Elles portent aussi sur les structures biantennées a
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glucosamine intercalaire et triantennées fucosylées dont les proportions
varient au cours de ces phases.
e- Notre intérét se porte, en outre, sur les variations observées
sur les structures fucosylées qui témoignent de modifications sensibles
des activités fucosyltransférasiques, celles-ci semblant plus intenses

dans les cellules en mitose.

En conclusion finale, nous pouvons dire que nous sommes
conscients de nous étre arrétés a un stade trés inachevé de nos
recherches. Il serait, en effet, de la plus haute importance de mieux
définir les structures glycanniques dont nous n'avons étudié que des
mélanges complexes fournis par la chromatographie d'affinité sur
lectines, d'étudier les variations de sialylation ainsi que celles, d'une
maniére générale, des glycosyltransférases désignées par les
modifications mémes des structures glycanniques. Restent aussi a définir
d'éventuelles relations entre variations structurales et propriétés
biologiques des membranes par la recherche plus spécifique, par
exemple, d'antigénes connus et en rapport avec la transformation et la
différenciation plus particuliérement.

De plus, nous n'avons étudié que des fibroblastes. Ceux-ci
présentant déja des différences entre-eux, il serait intéressant d'élargir
nos recherches a d'autres modeéles cellulaires.

Nous n'avons finalement fait que jeter les bases de recherches
futures. En effet, au terme de plusieurs années de travail, les cellules
ne nous ont livré que quelques-uns de leurs secrets, avec parcimonie,

et nos résultats n'ont pu qu'en rester (momentanément) fragmentaires.
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