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Résumé

Dix ans aprés la découverte du géne CFIR responsable de la mucoviscidose,
I'infection pulmonaire persistante des malades par Pseudomonas aeruginosa reste mal
comprise. Cette bactérie se fixe majoritairement sur les chaines glycanniques des mucines
bronchiqués, dont la glycosylation et la sulfatation sont modifiées dans la mucoviscidose.
| Nous avons tout d’abord caractérisé une GlcNAc-6-O-sulfotransférase de muqueuse
bronchique humaine, qui pourrait étre respohsable de I’hypersulfatation des mucines
bronchiques des patients atteints de mucoviscidose (CF).

Puis nous avons défini la séquence de biosynthese, par les transférases de muqueuse
bronchique humaine, des dérivés sulfates et/ou sialylés de 1’épitope Lewis x qui sont pfésents
en périphérie des mucines bronchiques de patients CF. Certains de ces épitopes, en particulier
le 6-sulfo sialyl Lewis x qui est le meilleur ligand de la L-sélectine, pourraient interagir avec
les leucocytes et moduler la réponse inflammatoire.

Nous avons ensuite caractérisé, en périphérie des mucines bronchiques de patients CF
ou atteints de bronchite chronique, une hypersialylation et une surexpression de 1’épitope
sialyl Lewis x liées 3 l’inflammation (et a 1’infection), alors que I’hypersulfatation des
mucines bronchiques serait une anomalie primaire, liée aux mutations du géne CFTR.

L’influence de I’inflammation sur les phénoménes de glycosylation et de sulfatation a
été confirmée en caractérisant une certaine augmentation des activités ol-3-
fucosyltransférasiques, a2-3-sialyltransférasiques et GIcNAc-6-O-sulfotransférasique induite
par le facteur o de nécrose tumorale dans la lignée MM-39 d’origine glandulaire bronchique
humaine, et dans des explants bronchiques.

Enfin, nous avons démontré que P. aeruginosa reconnaissait préferentiellement
I’épitope sialyl Lewis x présent en périphéric des mucines bronchiques humaines et
surexprimé chez les patients trés infectés, ce qui pourrait expliquer la persistance de cette

bactérie dans la mucoviscidose.
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Abréviations

- aa : acide aminé.

- ABC protéine : «4TP Binding Cassette» protéine.

- AEBSF - fluorure de 4-(2-aminoéthyl)-benzénesulfonyle.
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- CF : «Cystic Fibrosis» (fibrose kystique du pancréas ou mucoviscidose).

- CFTR : «Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator».
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- Da: dalton.

- Fuc : fucose.

- Gal : galactose.
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- HPAEC-PAD : chromatographie haute performance d’échange d’anions couplée a une
détection ampérométrique pulsée.

- IL : interleukine.

- kb : kilobase.

-Le:Lewis; Le*: Lewis a; Le®: Lewis b ; Le*: Lewis x ; Le’: Lewis y.

- Mes : acide (V-morpholino)-2-éthanesulfonique. i

- Mops : acide (N-morpholino)-3-propanesulfonique.
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L’un des groupes de 1'Unité INSERM n° 377 s’intéresse 4 la physiopathologie de la
mucoviscidose (ou fibrose kystique du pancréas, cystic fibrosis), exocrinopathie généralisée
affectant une naissance sur 2 500. Malgré le clonage du géne CFTR responsable de la maladie
en 1989, il n’existe pas, & ce jour, de traitement permettant la guérison des patients. Le
probléme majeur auquel sont confrontés ces patients est la production d’un mucus bronchique
trés visqueux qui obstrue les voies aériennes et facilite les infections bactériennes. L’étude des
mucines bronchiques réalisée a 1’Unité INSERM n° 377 a permis de montrer des anomalies
de leur composition en sucres (acide sialique, fucose) ainsi qu’en sulfate.

Les mécanismes aboutissant & des anomalies de glycosylation/sulfatation des mucines
bronchiques humaines restent mal connus. Ces anomalies pourraient découler directement de
la protéine CFTR mutée, via une alcalinisation des compartiments intracellulaires qui
modifierait 1’activité de glycosyl- ou sulfotransférases, ou bien étre une conséquence directe
de I’inflammation pulmonaire trés précoce observée dans la maladie. En effet, I’influence des
phénomeénes inflammatoires sur la glycosylation des glycoprotéines a été observée dans de
nombreuses pathologies ; la surexpression de 1’épitope sialyl Lewis x serait particulidrement
liée a I’inflammation. .

Ces anomalies de glycosylation/sulfatation pourraient avoir une grande importance
dans la physiopathologie de la maladie, car elles sont susceptibles de modifier les propriétés
rhéologiques du mucus, et de créer des motifs glycanniques spécifiquement reconnus par
Pseudomonas aeruginosa, qui est la bactérie responsable de 1’essentiel de la mortalité et de la

morbidité dans la mucoviscidose.

Le travail que nous avons réalisé comporte cinq parties; concernant la glycosylation et
la sulfatation des chaines glycanniques de mucines bronchiqués humaines et leurs anomalies
dans la mucoviscidose. Nous nous sommes 'parti.culiérement intéressés a 1’influence de
I’inflammation sur la glycosylation périphériques des mucines, et au role potentiel de certains
épitopes glycanniques dans la colonisation de I’appareil respiratoire par Pseudomonas

aeruginosa.

@ Des études antérieures conduites au laboratoire ont permis de déterminer, par une
technique de chromatographie haute performance d’échange d’anions couplée a une détection
ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD), la localisation précise des groupements sulfate en

périphérie des chalnes glycanniques de mucines bronchiques humaines : soit sur le C3-d’un
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résidu de galactose (Gal) terminal, soit sur le C6 d’un résidu de N-acétylglucosamine
(GlecNAc) [Lo-Guidice et al., 1994]. |

' Ces études structurales ont abouﬁ a la caractérisation de la sulfotransférase de
mﬁqueuse bronchique humaine responsable de la sulfatation en C3 sur le résidu de Gal des
chaines glycanniques de mucines [Lo-Guidice et al., 1995].

~ Nous avons poursuivi ce travail pour caractériser, dans la muqueuse respiratoire
humaine, Pactivité sulfotransférasique responsable du transfert d’un groupement sulfate sur le

C6 d’un résidu de GlcNAc de chalne glycannique de mucines.

@ En utilisant la technique ’HPAEC, qui est une méthode idéale pour la séparation
d’oligosaccharides sulfatés et/ou sialylés, nous nous sommes intéressée, dans des fractions
microsomales de mugqueuse bronchique humaine, a la biosynthése des dérivés sulfafés et/ou
sialylés de I’épitope Lewis x, déterminants existant en périphérie des chaines glycanniques de
mucines bronchiques de patients atteints de mucoviscidose. En effet, des données
contradictoires existaient dans la littérature concernant la séquence d’action des fucosyl-,

sialyl-, et sulfotransférases.

® Nous avons également voulu étudier 1’influence (i) de I’inflammation et (ii) du
déficit primaire de la mucoviscidose sur la glycosylation et la sulfatation des mucines
bronchiques humaines. Pour cela, nous avons déterminé dans les mucines bronchiques de
patients atteints de mucoviscidose ou de bronchite chronique, infectés ou non :

- la quantité de sulfate, d’acide sialique ;

> ’expression du déterminant glycannique sialyl Lewis x.

Cette étude était nécessaire afin d’évaluer les effets respectifs du géne CFTR muté et
de P’inflammation dans les anomalies de glycosylation/sulfatation rencontrées au niveau des

mucines bronchiques de patients CF.

@ L’appareil respiratoire de patients atteints de mucoviscidose étant un terrain
propice a la colonisation par P. aeruginosa, nous avons recherché les déterminants
glycanniques (présents en périphérie des chaines glycanniques de mucines bronchiques
humaines) préférentiellement reconnus par cette bactérie. L’étude de [Daffinité de
P. aeruginosa pour le déterminant glycannique sialyl Lewis x, dont I’expression semble 1iée a

I’inflammation, nous semblait particuliérement nécessaire.
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® Enfin, nous avons étudié I’effet de la cytokine initiatrice de 1la réponse
inflammatoire, le facteur o de neécrose tumorale (TNFa), sur la sécrétion, la glycosylation
(fucosylation, sialylation) et la sulfatation des mucines sécrétées par une lignée cellulaire
d’origine glandulaire bronchique humaine, nommée MM-39. Nous avons complété cette
étude par des expériences similaires réalisées sur des explants de muqueuse bronchique
humaine, les cellules MM-39 ne présentant qu’un faible potentiel de fucosylation et de

sulfatation.
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I. Les mucines bronchiques humaines

1. Généralités

Le mucus bronchique forme un tapis continu a la surface de I’épithélium respiratoire et
constitue une barriére importante entre le milieu extérieur et 1a muqueuse des voies aériennes.
A 1’état normal, ce film de mucus est mobilisé en permanence par le battement ciliaire, depuis
Pextrémité distale des bronchioles jusqu’au pharynx ou il est dégluti, entrainant avec lui les
particules et les micro-organismes inhalés. Il représente donc la premiére ligne de défense de
la muqueuse respiratoire.

Le mucus bronchique est constitué par 95 % d’eau mais il contient également des ions,
des lipides, des acides nucléiques, des protéines, glycoprotéines et peptides [Jacquot et al.,
1992 ; Singh. et al., 1998]. Certains de ces composants ont des propriétés anti-bactériennes
(IgA de sécrétion, lysozyme, lactoferrine, antiprotéases, défensines). Toutefois, les mucines
représentent les éléments les plus importants du mucus car elles sont responsables de ses

propriétés rhéologiques, indispensables au bon fonctionnement du systéme muco-ciliaire.

Les mucines constituent une vaste famille de O-glycoprotéines, synthétisées par les
cellules caliciformes de 1’épithélium de surface et par les cellules muqueuses des glandes
sous-muqueuses (Figure 1). Ce sont des molécules trés hétérogenes, de haute masse
moléculaire (de plusieurs milliers a plusieurs millions de daltons (Da)), trés riches en sucres
(jusqu’ﬁ 80 % de la masse totale) [Lamblin et al, 1991], se présentant en microscopie
électronique sous la forme de filaments de longueur variable (quelques vcentaine's de
nanométres jusqu’a plusieurs micrometres) [Roussel & Lamblin, 1996]. Ces filaments
correspondent a des axes peptidiques (ou apomuéines) hérissés de centaines de chaines
glycanniques trés diverses.

L’hétérogénéité des mucines bronchiques est d’abord due & la multiplicité des
apomucines, codées par les genes MUC exprimés dans le tractus respiratoire (MUCI, -2, -4,
-5AC, -3B, -7 et -8) [Porchet et al., 1999]. Les apomucines sont riches en acides aminés
hydroxylés, sérine et thréonine, qui sont des sites potentiels de O-glycosylation [Slayter ef al.,
1984]. L’hétérogénéité des mucines est considérablement amplifiée par la diversité des
événements post-traductionnels que sont la glycosylation et la sulfatation [Roussel &
Lamblin, 1996]. |
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Mucus bronchique Lumiére trachéo-bronchique

Epithélium
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‘Figure 1 : Coupe schématique de la muqueuse bronchique humaine.
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2. Conformation

- L’étude de P’action d’enzymes protéolytiques sur les mucines a permis d’identifier
deux types de régions dans ces molécules : d’une part des domaines trés glycosylés résistants
a Paction des protéases, et d’autre part des domaines peu ou pas glycosylés, sensibles i la
protéolyse [Donald, 1973]. De ce fait, la représentation habituelle d’une mucine est celle d’un
«goupilloﬁ», avec une alternance de régions dites «nues», ou peu glycosylées, et de régions
hérissées de nombreuses chaines glycanniques [Carlstedt et al., 1985 ; Roussel et al., 1988]
(Figure 2).

Divers travaux suggerent que les mucines résulteraient de I’assemblage de plusieurs
sous-unités (de deux a trois millions de daltons, contenant quatre 4 cinq régions hautement
glycosylées séparées par des régions «nues»), assemblées par des ponts disulfure entre des
résidus de cystéine présents dans les régions terminales [Carlstedt et al., 1983 ; Shechan &
Carlstedt, 1990]. 'Ces résultats sont corroborés par la présence d’un ou plusieurs domaines
riches en cystéine dans les mucines cutanées de batracien [Hoffman & Hauser, 1993], dans les
mucines trachéo-bronchiques canines [Verma & Davidson, 1993], dans les mucines
intestinales de Rat (Muc 2) [Bell et al., 1998], dans la mucine sous-maxillaire porcine [Perez-
Vilar et al., 1998] mais surtout dans les produits des génes d’apomucines humaines MUC2,
-5A4C et -5B [Desseyn et al., 1998]. Ces trois génes, décrits plus loin (p. 16), appartiennent 4 la
famille des génes de mucines localisés en 11p15.5 codant de volumineuses apomucines,
responsables de la formation du gel de mucus dans les organes mucipafes d’origine

endodermique.

Plusieurs études suggerent que les N-glycannes auraient un rble dans la conformation
correcte et la dimérisation des mucines. Les différentes étapes de biosyntheése aboutissant a la
polymérisation de la mucine sous-maxillaire porcine ont &6 récemment décrites [Perez-Vilar
et al., 1998]. La dimérisation des apomucines a lieu dés la sortie du réticulum endoplasmique,
via la partie C-terminale des monoméres. Les diméres sont ensuite N-glycosylés et passent
dans l'appareil de Golgi, ol ont lieu les phénoménes de O-glycosylation. Des multiméres de
mucines se forment dans les derniers compartiment golgiens, via des ponts disulfure entre les

domaines D (analogues aux domaines D du pré-profacteur de von Willebrand) situés dans la
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@ - Structure schématique d’une mucine

apomucine chalnes glycanniques

‘ )

région hautement glycosylée région «nuey

@ - Exemples de structures de chaines glycannigues

p SOsH fuc Périphérie
GlcNAc Gal
Gal NeuAc —Gal GlcNAc Squelette
GlcNAc GlcNAc GlcNAc Gal Partie
\ / “ centrale
; Ga11|\1 Ac (ou noyau)

;

| ' l apomucine
GalNAc

GalNAc
| ~
NeuAc — Gal GlcNAc

Figure 2 : Représentation schématique d’une mucine respiratoire humaine @ et de chaines
glycanniques liées 4 I’apomucine par une liaison O-glycosidique entre un acide

aminé hydroxylé (sérine ou thréonine) et un résidu de N-acétylgalactosamine @.

Abréviations : Fuc, fucose ; Gal, galactose ; GalNAc, N-acétylgalactosamine ; GlcNAc, N-acétylglucosamine ;

NeuAc, acide N-acétylneuraminique ; SO;H, sulfate ; Ser, sérine ; Thr, thréonine ; aa, acide aminé.
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partie N-terminale des apomucines. De méme, la dimérisation de la mucine humaine MUC2

dans le réticulum endoplasmique est suivie par un transfert dépendant des N-glycannes dans
’appareil de Golgi [Asker et al., 1998]. Les N-glycannes seraient donc essentiels dans les
processus d’oligomérisation des mucines dont les génes appartiennent au «cluster» localisé en
11p15.5 (MUC2, -54C, -5B et -6) [van Klinken et al., 1998]. D’autres mucines, comme la
mucine gastrique de Rat, semblent silivre le méme processus : ’oligomérisation a lieu dans le
réticulum endoplasmique ; elle est dépendante des N-glycannes et précéde la O-glycosylation
[Dekker & Strous, 1990].

II. Les génes codant les mucines épithéliales chez P Homme

Les geénes MUC codent les apomucines qui constituent 1’axe peptidique des mucines.
Depuis 1987, un certain nombre d’ADNc complets ou partiels d’apomucines humaines ont pu
&tre caractérisés A partir de tissus mucipares variés, notamment par 'un des groupes de
I’Unité INSERM n° 377. L’étude de leur structure et de leur expression a permis d’identifier
huit génes appelés MUC (MUCI, -2, -3, -4, -5AC, -5B, -6 et -7) [Gendler & Spicér, 1995» ‘;
Porchet etval., 1999]. Plus récemment, deux autres génes, encore mal caractérisés, ont été
proposés : MUCS et MUCY [Shankar et al., 1994, 1997 ; Lapensée et al., 1997] (Tableau I).

Les génes MUC ont des caractéristiques communes :

> des séquences répétées en tandem

Ils posseédent tous dans leur région codante des répétitibns plus ou moins parfaites, en
nombre de nucléotides et en séquence, codant des domaines peptidiques plus ou moins
semblables mais toujours riches en proline et en acides aminés hydroxylés (sérine, thréonine),
sites potentiels de O-glycosylation. Quelques rares sites potentiels de N-glycosylation ont

également été décrits dans les apomucines.

> des exons de grande taille

Pour les génes MUC dont ’organisation génomique est connue, le domaine peptidique
répétitif (en position centrale dans I’apomucine) est codé par un seul exon de grande taille (de
2,2 kb pour MUC7 a 19 kb pour MUC4) [Bobek et al, 1996; Nollet et al., 1998].



Tableau I : Les génes MUC : nomenclature, localisation chromosomique, principales caractéristiques (d’aprés Porchet et al., 1999).

VNTR

Dénomination Expression tissulaire majeure Localisation Taille du domaine Références
chromosomique élémentaire (aa) |, ’
MUCI Glande mammaire, pancréas, ovaire, 1q21-24 + 20 Gendler et al., 1987, 1990
(épisialine) épithélium bronchique, pancréatique, intestinal...
MuUC2 - Jéjunum, iléon, colon, épithélium bronchique, endocol. 11p15.5 + 23 Gum et al., 1989
MUC3 Epithélium du jéjunum, de I'iléon, du colon, de la vésicule biliaire. 7922 + 17 Gum et al., 1990
MUC4 Bronché (cellules caliciformes, ciliées, et glandes), ‘3929 + 16 Porchet et al., 1991
tractus gastro-intestinal, endocol. . ‘
MUCSB Glande bronchique, sous-maxillaire, cesophagienne, 11p15.5 - Irrégulier 29 Desseyn et al., 1997
pancréas, endocol, vésicule biliaire. v
MUC54C Epithélium bronchique, trachée, fundus, antrum, endocol. 11p15.5 + 8 Aubert et al., 1991
MUC6 Estomac, vésicule biliaire, iléon, colon, endocol, pancréas. 11p15.5 + 169 Toribara ef al.. 1997
Muc7 Glandes salivaires, bronchiques, prostate, testicule. 4q13-g21 - 23 Bobek et al., 1993
MUC8 Bronche (glandes sous-muqueuses), 12q24.3 ? 13 Shankar et al,, 1997
appareil génital (testicule, placenta, endocol . ..).v 41 (imparfait)
MUC9 Oviducte 1ql13 - 15 Lapensée ez al., 1998
(oviductine)

2] 8
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> un polymorphisme de répétition et de mutation

Lorsque le domaine nucléotidique répétitif dépasse quelques kilobases, apparait un
polymorphisme interindividuel de type VNTR (pour Variable Number of Tandem Repeat), di
a une instabilité des répétitions au cours des générations. En outre, le domaine répétitif des
génes MUC présente un polymorphisme de mutations [Debailleul et al., 1998 ; Vinall et al.,
1998]. '

> des régions peu glycosylées («nues»)
Les domaines N- et C-terminaux des apomucines sont relativement peu denses en sites
de N- ou O-glycosylation. Ces domaines, accessibles a des ligands, des anticorps et & la

protéolyse, ont certainement des fonctions biologiques [Xu ez al., 1996].

> ils codent des apoprotéines modulaires

Les mucines sont constituées de la juxtaposition de domaines fonctionnels, certains
ayant de fortes similitudes avec des domaines déja connus : domaihes B, C, D et CK (pour
Cystein Knot, ou «TGFP like») du pré-profacteur de von Willebrand [Gum et al;', 1994],
domaines «EGF-like» [Gum et al., 1997]. La figure 3 représente, par exemple, I’agencement
des domaines de I’apomucine MUC2, qui cbmporte trois domaines D a [Dextrémité
N-terminale, suivis d’un large domaine de séquences répétées en tandem, d’un quatriéme

domaine D et d’un domaine CK a ’extrémité C-terminale.

> une expression dans les cellules épithéliales

Les génes MUC sont exprimés par des cellules épithéliales variées, au niveau des
mugqueuses, des glandes sous-muqueuses ou exocrines, des épithélia sécrétoires. Un élément
fonctionnel peut distinguer les apomucines sécrétées par ces cellules : elles peuvent contenir,
ou pas, un domaine transmembranaire et donc étre soit membranaires, soit sécrétées. Ce

critére permet la subdivision des génes de mucines en plusieurs sous-familles.

1. Geénes MUC localisés en 11pl5.5

Les génes MUC localisés en 11p15.5 sont au nombre de quatre : MUC2, -54C, -5B et
-6 [Gum et al., 1994 ; Guyonnet-Dupérat et al., 1995 ; Dufossé et al., 1993 ; Toribara et al.,

1997]. Ces quatre génes sont rassemblés dans un complexe de 400 kb riche en ilots CpG, situé
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MUC2
Peptide
signal ;
| . Domaine «Tandem repeats»
riche en (23 aa)
cystéine

: | 2300 aa >
Domaine de Domaine C
répétitions TSP _
irréguliéres CJ;gtetf
no
(CK)

Pré-propeptide du vWF

DI D2 D3 D4

Domaines Al, A2 & A3

Domaines B1, B2 & B3
Domaines C1 & C2

Figure 3 : Représentation schématique de 1’organisation des domaines de MUC2, similaire &4

celle du pré-propeptide du facteur de von Willebrand (vWF).

Abréviations : aa, acide aminé ; CK, «Cystein Knot» ; P, proline ; S, sérine ; T, tyrosine ; vWF, facteur de von
Willebrand.
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entre le proto-oncogene HRAS et I'IGF2 (pour Insulin-like Growth Factor 2) [Pigny et aZ.,
1996]. Ils codent de volumineuses apomucines sécrétées, responsables de la formation du
mucus dans les organes d’origine endodermique. Ces génes, exprimés par des cellules
mucipares qui synthétisent des grains de mucus, sont adjacents et volumineux : ils
proviennent vraisemblablement d’'un méme géne précurseur ancestral [Desseyn et al., 1998 ;

Pigny et al., 1996].

Le profil d’expression de ces génes est caractéristique de chaque tissu. Ainsi, MUC2
et -6 sont des génes de mucines essentiellement intestinales ; MUCS5B est présent dans les
glandes salivaires, bronchiques et cesophagiennes. Quant au transcrit de MUCSAC, il est

présent dans les épithélia de la trachée, de 1a bronche et de I’estomac [Audié et al., 1993].

La séquence protéique N-terminale de la mucine MUC2 contient un élément répétitif
d’environ 350 acides aminés (aa), ayant de fortes similarités avec les domaines D du pré-pro-
facteur de von Willebrand. L’agencement des domaines D, au nombre de quatre, est similaire
entre MUC2 et le pré-profacteur de von Willebrand (trois sont situés a I’extrémité
N-terminale, et un & ’extrémité C-terminale) [Gum et al., 1994]. Ces régions, impliquées
dans la dimérisation du pré-profacteur de von Willebrand, pourraient également 1’étre dans la
polymérisation de MUC?2 et dans son «empaquettage» dans des vacuoles de sécrétion. MUC2

posséde également un domaine CK en son extrémité C-terminale.

,_MUCSAC et -5B possédent une organisation similaire : trois domaines D a 'extrémité
N-terminale, un domaine D et un domaine CK (pour MUC5B) a l'extrémité C-terminale, la
partie centrale étant composée de domaines riches en cystéihe et de séquences répétitives
riches en acides aminés hydroxylés [Desseyn et al., 1997].

D'autre part, des séquences kappaB, sites de fixation du facteur nucléaire NF-kappaB,
ont été décrites dans le promoteur des génes MUC?2 et -5AC [Li et al., 1998a, 1998b]. Ces
séquences pourraient avoir un réle dans I'induction de I'expression de ces génes par différents

facteurs, comme les produits bactériens.

2. Génes MUC codant des mucines membranaires

MUCI, -3 et -4 codent des isoformes d’apomucines membranaires, sécrétées ou
solubles [Gendler et al., 1990 ; Gum et Aal., 1990 ; Porchet et al., 1991]. ’
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> La mucine MUC1 (ou épisialine) est exprimée dans la plupart des épithélia délimitant Ies
canaux et glandes exocrines, ainsi que dans certains épithélia de surface. MUC1 est
généralement ancrée dans la région apicale, mais peut aussi exister sous forme soluble. Cette
mucine existe sous de nombreux variants peptidiques et sous de multiples glycoformes, selon
le tissu et 1’état physiologique. C’est un marqueur de carcinome, et, du fait de ses propriétés
d’anti-adhérence, elle favoriserait la progression tumorale et la métastase [Yonezawa & Sato,
1997].

> La mucine MUC4 est une volumineuse mucine membranaire (4 500 & 8 500 aa),
d’expression tissulaire large, et également un marqueur de nombreux carcinomes. MUCH4 est
majoritairement exprimé dans 1’épithélium respiratoire et dans le tractus intestinal [Audié ez
al., 1993]. La séquence compléte de ’ADNc et 1’organisation des domaines de MUC4 ont
récemment été déterminées par Nollet et al. [1998] et Moniaux et al. [1999]. MUC4 a une
structure modulaire composée de deux domaines : I'un de type mucine (MUC4a), 'autre
(MUC4p) contenant deux domaines «EGF-like», un domaine hy&rophobe potentiellement
transmembranaire, et une queue intracytoplasmique. MUC4 serait l'analogue humain de la
sialomucine de Rat SMC [Moniaux et al., 1999].

> La mucine MUC3 est encore mal connue (du fait de son volumineux ADNCc) : son géne
contiendrait au moins trois trés grands domaines répétitifs, ainsi qu’un domaine «EGF-like»
dans la partie C-terminale [Gum et al., 1997]. Du fait de sa taille, de son terrain d’expression,

MUC3 semble apparenté 8 MUC4 (qui contient deux domaines «kEGF-like»).

3. Autres génes MUC

Dans ce groupe sont rassemblés les génes MUC pour lesquels il n’existe pas, ou pas

encore, d’élément permettant une classification structurale ou fonctionnelle.

> MUCT7 est une petite mucine soluble (225 000 Da) sécrétée par les cellules séreuses
salivaires et bronchiques [Bobek ef al., 1993]. C’est une molécule d’adhérence privilégiée
pour les souches de streptocoques ; elle aurait donc un rdle dans la modulation de la clairance

bactérienne au niveau de la cavité orale [Jenkinson & Lamont, 1997].
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> Les informations trés partielles concernant MUCS (appareil respiratoire et génital)’ et
MUCY (oviducte) ne permettent pas de les intégrer dans la classification [Shankar et al., 1994,
1995 ; Lapensée et al., 1997]. MUCS contiendrait un domaine répétitif de 41 nucléotides.

IT1. La glycosylation des mucines

Les chaines glycanniques de mucines sont presque toutes liées a 1’axe peptidique par
une liaison O-glycosidique entre un acide aminé'hydroxylé (sérine ou thréonine) et un résidu
de N-acétylgalactosamine (GalNAc). Néanmoins, quelques rares N-glycannes peuvent

également étre trouvés au niveau des mucines.

1. Chalnes O-glycanniques

La taille et 1a complexité des chaines O-glycanniques varient d’une mucine a 1’autre.
La plus simple semble étre la mucine sous-maxillaire ovine qui ne comprend, sur ses acides
aminés hydroxylés, qu'un seul résidu de GalNAc (ce qui correspond & 1’antigéne Tn:
GalNAc-a-Ser/Thr), pouvant &tre substitué par un résidu d’acide sialique (ou acide
N-acétylneuraminique (NeuAc)) [Graham & Gottschalk, 1960]. On a longtemps pensé que la
mucine sous-maxillaire bovine ne comportait que des chalnes glycanniques trés simples
contenant des résidus de GalNAc et du galactose (Gal) (sous forme d’antigéne Tn et
d’antigéne T : Gal(B1-3)GalNAc-a-Ser/Thr, éventuellement substitués par un résidu d’acide
sialique), mais des structures plus complexes contenant jusqu’a huit sucres, dont la
N-acétylglucosamine (GlcNAc) et le fucose (Fuc), ont été mises en évidence plus récemment

[Savage et al., 1991 ; Chai et al., 1992a, 1992b].

Le développement des techniques de chromatographie liquide haute performance
(HPLC) et de résonance magnétique nucléaire du proton ("H RMN) a permis la résolution de
nombreuses structures d’oligosaccharides présentes dans les mucines bronchiques humaines,
et a montré que ces structures glycanniques pouvaient &tre trés complexes et tres hétérogénes
[Lo-Guidice ef al., 1994 ; Klein et al., 1991].

Puisqu’il est trés difficile d’obtenir du mucus bronchique «normal», qui est

continuellement dégluti, les structures d’oligosaccharides ont été déterminées a partir de
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mucines provenant d’expectorations de patients souffrant d’hypersécrétion bronchiéue
(bronchite chronique, bronchiectasie, mucoviscidose).

| De nombreux sucres peuvent entrer dans la composition des chaines glycanniques de
mucines bronchiques : Fuc, Gal, GalNAc, GIcNAc, NeuAc. Des groupements sulfate peuvent
également exister en périphérie. Dans la structure des O-glycannes de mucines, on distingue
trois parties qui correspondent aux différentes étapes du processus de O-glycosylation qui se
déroulent dans les différents saccules golgiens et dans le réseau transgolgien : le noyau
(initiation), le squelette (élongation), et la périphérie (fin de synthése des glycannes),
[Hounsell & Feizi, 1982] (Figure 2).

Le seul élément commun a tous les O-glycannes est le résidu de GalNAc 1ié 3 un acide
aminé hydroxylé de I’apomucine. Cette étape d’initiation de la glycosylation est beaucoup
plus complexe que ce qui avait été imaginé auparavant, et il est clair aujourd’hui qu’une
famille entiére d’UDP-GalNAc:polypeptide-N-acétylgalactosaminyltransférases (ppGalNAc-
transférases) soit impliquée dans cette étape [Hagen et al., 1997] ; six enzymes d’origine
humaine de cette famille ont été clonés [Bennett et al., 1998a, 19980, 1999]. Ces enzymes

différent par leurs expressions et/ou leurs spécificités de substrat.
1.1 Parties centrales ou «noyauxy ou «cores»

Le noyau comprend le résidu de GalNAc li¢ a I’axe peptidique par une liaison
O-glycosidique, ainsi que le (ou les) sucre(s) lié(s) sur ce résidu de GalNAc. Huit structures
différentes ont été déterminées jusqu’a présent (Figure 4).

| Cing d’entre elles (cores 1, 2, 3, 4 et 8) peuvent se trouver dans les mucines
bronchiques humaines. Les cores 1, 2, 3, et 4 impliquent la liaison en B d’un résidu de Gal
et/ou de GlcNAc sur le résidu de GalNAc du point d’attache [Lamblin et al., 1991]. Le core 8,
décrit en 1994 dans les mucines bronchiques humaines, est constitué d’un résidu de Gal 1ié en
o sur le résidu de GalNAc du point d’ attache [van Halbeek et al., 1994].

Les cores 5 et 6, comprenant respectivement un résidu de GalNAc ou de GlcNAc lié
an résidu de GalNAc, ont été caractérisés dans les mucines de kyste ovarien humain
[Schachter & Brockhausen, 1992] et le méconium [Housell et al., 1985]. Le core 7 a été mis
en évidence dans la mucine sous-maxillaire bovine [Chai et al., 1992a].

L’enzyme responsable de la biosynthese du core 1, la «core 1 B1-3-Gal-transférasen,

n’est pas encore cloné, ni méme complétement purifié.



(1) GalNAc O  GIcNAc(B1-6)
/ \

- Gal(B1-3) - GalNAc
/
Gal(B1-3)
(3] GalNAc ® GIcNAc(P1-6)
/ \

GlIcNAc(B1-3) GalNAc

/
GlecNAc(B1-3)

® GalNAc ® GlcNAc(p1-6)
/ \
GalNAc(a1-3) GalNAc
©@ GalNAc(al-6) (8 GalNAc
\ /
GalNAc Gal (a1-3)

Figure 4 : Partie centrale (ou noyau ou core) des chaines glycanniques de mucines.

O O O O dapres Lamblin et al., 1991.

®06 d’aprés Schachter & Brockhéusen, 1992, et Hounsell et al., 1985.
7] d’aprés Chai et al., 1992a. |
® d’apres van Halbeek et al., 1994,

Abréviations : Gal, galactose ; GalNAc, N-acétylgalactosamine ; GlcNAc, N-acétylglucosamine,
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Deux enzymes capables de synthétiser le core 2 («core 2 [3'1 -6-GlcNAc-transférase>§) a
partir du core 1, ont été clonés ; 'enzyme de type L ne synthétise que le core 2, et est localisé
rriaj oritairement au niveau des leucocytes [Bierhuizen & Fukuda, 1992] ; enzyme de type M
(pour mucine) a récemment été cloné par deux équipes, qui ont déterminé une localisation
chromosomique de cet enzyme pratiquement identique (15q22 et 15q21.3) [Yeh et al., 1999 ;
SchWientelc et al., 1999] mais des spécificités de substrat 1égérement différentes. Pour Yeh et
al., en plus de sa capacité a synthétiser le core 2, cet enzyme peut intervenir dans la
biosynthése du core 4 (en greffant un résidu de GlcNAc en (B1-6) a partir du core 3) et
également dans celle de ’antigéne I (cf. § 1.2). Pour la seconde équipe, cet enzyme
interviendrait dans la biosynthése des cores 2 et 4, mais pas dans celle de I’antigéne I
(Tableau II). _

Les enzymes synthétisant les cores 3 (B1-3-GlcNAc-transférase), 5 (a1-3-GalNAc-
transférase), 6 (B1-6-GlcNAc-transférase), 7 (al-6-GalNAc-transférase) et 8 (al-3-Gal-

transférase) ne sont pas encore caractérisés.
1.2 Squelettes

Le squelette est constitué de 1’enchainement, linéaire ou branché, d’unités
disaccharidiques de type 1 (Gal(B1-3)GIcNAc) ou de type 2 (Gal(f1-4)GlcNAc),
antigéniquement distinctes [Kabat, 1982] (Figure 5). La grande variété des squelettes est due
a la variabilité de leur longueur, ainsi qu’a leur degré de branchement [Hounsell & Feizi,
1982].

Parmi les squelettes possibles, I’antigéne i correspond a 1’enchainement linéaire
d’unités disaccharidiques de type 2 liées en (B1-3). L’antigéne I, quant a lui, correspond a une
structure branchée constituée de chaines de type 2, associées par une liaison (f1-6) et une
liaison (B1-3) entre les deux résidus de GlcNAc et le méme résidu de Gal (Figure 5).

Au niveau des oligosaccharides de mucines bronchiques humaines, les liaisons de type

Gal(B1-4)GlcNAc prédominent.
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Les B1-3- et P1-6-N-acétylglucosaminyliransférases humaines clonées,

susceptibles de synthétiser les noyaux et les squelettes des chaines

glycanniques de mucines.

Ne figurent pas dans ce tableau les B-N-acétylglucosaminyltransférases spécifiques de la

biosynthése des N-glycannes.

Enzyme Localisation N° d’aceés Spécificité de Expression Référence
' chromosomique | GenBank substrat
(B1-3)-N-acétylglucosaminyltransférases
p3GnT ? AF092051 Synthése de Ubiquitaire Zhou et al., 1999
poly-N-acétyl-
lactosamines
iGnT ? AF029893 Synthese de Ceeur, cerveau Sasaki et al., 1997
I’antigéne i muscle, rein
-pancréas...
(B1-6)-N-acétylglucosaminyltransférases
C2GnTL 9q21 M97347 Synthése Moélle Bierhuizen & Fukuda,
du core 2 osseuse, 1992
nodules
lymphatiques.
C2GnT™M 15q22 AF102542 Synthé¢se des Colon, trachée, Yehet al., 1999
cores2 & 4 et ‘intestin,
antigene I estomac.
C2GnT 15q21.3 AF038650 | Synthése des Colon, rein, | Schwientek ef al., 1999
cores2 & 4 pancréas,
mais pas de intestin gréle.
I’antigéne 1
IGnT 9q21 L19659 Synthése de ? Bierhuizen et al., 1993
I’antigéne I
Géne
’ ? ?
LARGE 22q12.3 AJ007583 ? ? Peyrard et al., 1999

(GnT)




@ Structures linéaires

Gal(B1-4)GlecNAc
/
Gal(p1-4)GlcNAc(B1-3)

Gal(B1-4)GIcNAc
/
GlcNAc(B1-3)
/

Gal(B1-3)

@ Structures branchées

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-6)

\

Gal(B1-4)GlcNAc

/
Gal(B1-4)GIcNAc(B1-3)

Gal(B1-4)GlcNAC(B1-6)

\
Gal(p1-4)GIcNAc
/

GlcNAc(B1-3)
/

Gal(B1-3)

Figure 5 : Exemples de squelettes de chaines glycanniques de mucines.

Antigéne i

Antigéne 1

Abréviations : Gal, galactose ; GlcNAc, N-acétylglucosamine.
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De nombreuses B1-3- et B1-4-galactosyltransférases humaines ont été clonées et sbnt
décrites dans le tableau IIL. En plus des galactosyltransférases, le processus d’élongation des
O-glycannes implique également différentes B1-3- et B1-6-N-acétylglucosaminyltransférases
(Tableau II). Deux PB1-3-N-acétylglucosaminyltransférases humaines sont clonées: 1’une
(iGnT) est impliquée dans la biosynthése de Pantigéne i (Figure 5) [Sasaki et al., 1997]; la
seconde i:ntervieni: également dans les processus d’élongation des chaines poly-N-
acétyllactosaminiques [Zhou et al, 1999]. Dans la famille des p1-6-N-
acétylglucosaminyltransférases humaines, ’enzyme synthétisant 1’antigéne I est cloné
[Bierhuizen et al., 1993]. Une autre N-acétylglucosaminyltransférase, codée par le géne

LARGE, a également été caractérisée [Peyrard et al., 1999].
1.3 Régions périphériques

1.3.1 Antigénes tissulaires A, B, H et Lewis

Les régions périphériques des mucines peuvent porter de nombreux déterminanfs
antigéniques. Les produits directs des geénes de groupes tissulaires ABO, H, Sécréteur et
Lewis sont des glycosyltransférases responsables de la biosynthése des déterminants
glucidiques périphériques des mucines [Kabat, 1982]. Les génes correspondant a ces
glycosyltransférases ont été caractérisés. Le systeme ABO, localisé en 9q34-34.2, code des
glycosyltransférases alléliques responsables du phénotype ABO. L’all¢le A code une o1-3-N-
acétylgalactosaminyltransférase, responsable de la synthése des antigénes de groupe A.
L’allele B code une al-3-galactosyltransférase, responsable de la synthése des antigénes de
groupe B, et ne differe de 1’enzyme de groupe A que par la nature de quatre acides aminés, ce
qui suffit & modifier la spécificité de substrat de ’enzyme. Le produit le plus fréquent de
’allele O code une protéine tronquée et inactive de 116 acides aminés [Yamamoto et al.,
1990].

L’enzyme FucT-II (ou enzyme sécréteur, Se) est une al-2-fucosyltransférase capable
de transférer un résidu de Fuc a partir du donneur, le GDP-Fuc, sur le résidu de Gal terminal
d’une unité de type 1 ou de type 2, conduisant a la synthése d’épitopes H type 1 ou 2 [Kelly et
al., 1995] (Figures 6 et 7). Cette al-2-fucosyltransférase n'est pas exprimée dans la lignée



Tableau III : Les B1-3- et f1-4-galactosyltransférases humaines cionées.
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Enzyme Localisation Ne Spécificité de Terrain Référence
h . d’aceés substrat ioritai
chromosomique | ~ o . majoritaire
d’expression
UDP-Gal:BGlcNAc-B1-3-galactosyltransférases
. B3-GalT1 ? EQ07739 O- et N-glycannes, Cerveau Sasaki et al., 1994c
glycosphingolipides
(série lacto)
B3-GalT2 1931 Y15060 Proche de celle Ceeur, cerveau.
de B3-GalT1
B3-GalT3 3925 Y15061 ? Coeur, rein,
cerveau, Amado et al., 1998
pancréas
B3-GalT4 6p21.3 Y15062 GM2 et GG3 Cceur, muscle,
(Synthése de foie, pancréas,
GM1/GD1) placenta.
B3-GalT5s 21g22.3 AB020337 | Synthése des antigénes | Estomac, colon, Isshiki et al., 1999
Lewis de type 1 jéjunum,
pancréas
UDP-Gal:f GlcNAc-B1-4-galactosyltransférases
B4-GalT1 9p21 X14085 Glycoprotéines et | Partout sauf dans Masri et al., 1988
glycolipides le cerveau
(élongation des
chalnes poly-N-
acétyllactosaminiques)
B4-GalT2 1p32-p33 Y12510 Proche de celle Muscle, ceeur,
de B4-GalT1 ovaire, prostate
pancréas,
testicule, intestin Almeida et al., 1997
4-GalT3 1923 Y12509 Glycoprotéines et Ubiquitaire
glycolipides (premiére
unité N-acétyl-
lactosaminique)
B4-GalT4 3q13 AF038662 Glycosphingo- Cceur, rein,
lipides pancréas.
B4-GalT5 11 AF038663 Surtout sur Ceeur, cerveau,
GIcNAc(B1-6)GalNAc | rein, placenta, Lo et al.. 1998
(cores 2,4, et 6) muscle, ’
pancréas.
B4-GalT6 18ql1 AF038664 ? Cerveau

\
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Unité disaccharidique de type 1

GlcNAc

.,
o1-3/4-FucT /

Fuc(al-4)GlecNAc  Lewis a

Gal(1-3)  (FucT-II ou enzyme Lewis) Gal(B1-3)

/
o1-2 FucT l
(FucT-II)
GlcNAc
H type 1 /
Gal(B1-3)
Fuc(al-2)
al-3-GalNAc
transférase (géne A)
v
GlcNAc
/

(|3a1([31-3) A type 1

GalNAc(a1-3) Fuc(al-2)

o1-3/4 FucT
(FucT-III)

Fuc(a1-4)GlcNAc

/
Gal(B1-3)

|
GalNAc(al-3) Fuc(al-2)

A Lewis b

»  Fuc(al-4)GIcNAc

al-3/4 FucT /
(FucT-IID) Gal(B1-3) Lewis b

Fuc(al-2)

al1-3-Gal
transférase (géne B)

GlcNAc
/

Gal(B1-3) B type 1

/|
Gal (a1-3) Fuc(al-2)

al-3/4 FucT
(FucT-III)

\

Fuc(a1-4)GlcNAc
/
- Gal(B1-3)

/|

Gal(a1-3) Fuc(al-2)

B Lewis b

Figure 6 : Déterminants glycanniques présents dans les régions périphériques des mucines |

résultant de la fucosylation et de la substitution par les enzymes de groupes

tissulaires A et B, en différentes positions, d’une unité disaccharidique de type 1

(Gal(p1-3)GlcNAc).

Abréviations : FucT, fucosyltransférase; Gal, galactose; GlcNAc, N-acétylglucosamine ; GalNAc,

N-acétylgalactosamine.



Unité disaccharidique de type 2

Gal(B1-4)GlcNAc

—p Gal(B1-4)GIlcNAc  Lewis x
ol1-3-FucT /

(FucT-I11, -IV...) Fuc(a1-3)
al-2-FueT
(FucT-II)
v
Gal(B1-4)GleNAc "  Gal(B1-4)GlcNAc  Lewis y
o1-3-FucT | /
Fuc(a1-2) Fuc(al-2) Fuc(al-3)
H type 2
al1-3-Gal
al1-3-GalNAc
transférase (géne A)
v .
Gal(B1-4)GIcNAc A type 2 Gal(p1-4)GlcNAc B type 2
GalNAc(a1-3) Gal(a1-3)
Fuc(al-2) Fuc(al-2)
o1-3/4-FucT o1-3/4-FucT
(FucT-1II)
/Gal(Bl-4)GlcNAc Gal(B1-4)GlcNAc
GalNAc(a1-3) l Gal(a1-3) /

Fuc(al-2) Fuc(al-3)

A Lewis y

Figure 7 : Déterminants glycanniques présents dans les régions périphériques des mucines

" Fuc(al-2) Fuc(al-3)

B Lewis y

résultant de la fucosylation et de la substitution des enzymes de groupes tissulaires

A et B, dans différentes positions d’une unité disaccharidique de type 2

(Gal(B1-4)GlcNAc).

Abréviations :  FucT, fucosyltrénsférase; Gal, galactose; GlcNAc, N-acétylglucosamine ; GalNAc,

N-acétylgalactosamine.

o
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érythrocytaire (contrairement 3 FucT-I) mais est bien exprimée dans les muqueuses. Si un
sujet posséde le géne FUT2, les antigénes de groupes tissulaires seront présents dans les
sécrétions exocrines et en particulier sur les mucines (A, B, ou H).

Si P'al-3-N-acétylgalactosaminyltransférase (enzyme de groupe A) ou I'al-3-
galactosyltransférase (enzyme de groupe B) sont présentes, elles vont pouvoir agir sur les
prééurseugs H type 1 ou 2 et permettent la biosynthésé d’épitopes A type 1 ou 2, et B type 1
ou 2 (Figures 6 et 7).

Une autre activité al-2-fucosyltransférasique (FucT-I ou enzyme H) a été clonée
[Larsen et al., 1990]. Cet enzyme est capable, in vitro, de transférer un résidu de Fuc sur un
 résidu de Gal terminal d’une unité disaccharidique de type 1 ou 2. Au niveau des érythrocytes,
FucT-I agit exclusivement sur des disaccharides de type 1 et est responsable de I’expression

des activités de groupe sanguin dans ces cellules.

L’enzyme Lewis (FucT-III) est une al-3/4-fucosyltransférase pouvant transférer un
résidu de Fuc sur le résidu de GIcNAc interne d’une unité de type 1 ou de type 2 (leé chaines
de type 1 étant de meilleurs substrats), conduisant respectivement 3 la biosynthése d’un
déterminant Lewis a (Le”) ou Lewis x (Le*) [Kukowska-Latallo et al., 1990]. Cet enzyme peut
également agir sur des déterminants H type 1 ou 2, générant respectivement un épitope
Lewis b (Leb) ou Lewis y (Le") (Figures 6 et 7). Cette transférase est également active sur des
déterminants A type 1 ou 2, ou B type 1 ou 2, conduisant alors respectivement & des structures

AL ou Le’, ou B Le’ ou Le’ (Figures 6 et 7).

Outre FucT-1II, cinq al-3-fucosyltransférases humaines (FucT-IV a -VII, et FucT-IX)
ont été clonées (Tableau IV). Elles ont des spéciﬁcités de substrat trés proches et sont toutes
capables (sauf FucT-VII) de fucosyler un disaccharide de type 2, conduisant & un épitope Le*.
De plus, les unités de type 2 portant un résidu de NeuAc en (a2-3) sont de bons substrats pour
toutes les al-3-fucosyltransférases (conduisant 3 la synthése d’un épitope sialyl Le*), sauf
pour FucT-IV et FucT-IX.

L’étude de I'expression de ces différents enzymes par des cellules bronchiques
humaines en culture secondaire a montré que seules FucT-III et -IV sont exprimées dans ce

modele [Emery et al., 1997]. FucT-V, -VI et -VII ne sont pas du tout exprimées dans ces

P
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Tableau IV : Les différents fucosyltransférases humaines clonées et leur spécificité d’action.

 Géne Liaison | Chromo- Expression Oligosaccharide Références
(IN° accés some
GenBank) | créée tissulaire accepteur
FUTI al-2 | 19q13.3 Lignée érythroide et | - Type 1 (Gal(B1-3)GIcNAc) Larsen et al.,
’ autres tissus. = H1 (Fuc(ar1-2)Gal(B1- 1990
(M35531) 3)GIcNAc).
Type 2 (Gal(B14)GIcNAc)
- H2 (Fuc(ctl-2)Gal(p1-
4)GIcNAc).
FUT2 al-2 19q13.3 | Tissus muci-sécréteurs : | Surtout type 1, mais aussi type 2. | Kelly ez al.,
glandes salivaires, 1995
(U17894) poumon, intestin.
FUT3 «l-3/4 | 19p13.3 Colon, intestin, Surtout type 1 (— Le?), type 1 Kukowska-
estomac, poumon, foie, | sialylé (— sLe?), et H1 (— Leb) Latallo et al.,
(X53578) vésicule biliaire. mais aussi 1990
sur type 2 (— Le"), type 2 sialylé
(— sLe¥), et H2 (— L¢).
FUT4 al-3 11921 Lignée myéloide. Sur type 2 (— Le*) mais Loweetal.,
pratiquement pas sur type 2 1991
(M65030) sialylé.
Fucosylation interne des chaines | Niemela et al.,
poly-N-acétyllactosaminiques. 1998
FUTS al-3 19p13.3 | Foie, colom, testicule. | Sur type 2 (— Le¥), type 2 sialylé | Weston et al.,
(= sLe"), et H2 (— L¢Y). 1992a
(M81485)
FUT6 ol-3 19p13.3 Foie, rein, intestin, Sur type 2 (— Le"), type 2 sialylé | Weston et al.,
glandes salivaires. (— sLe*), mais pas sur H2. 1992b
(1.01698)
FUT7 al-3 9q34.3 Leucocytes. Type 2 nécessairement sialylé Sasaki et al.,
(— sLe"). 1994a
(X78031)
FUT8 al-6 14q23 ? Résidu de GIcNAc lié 3 Yanagidani
, I’asparagine du point d’attache des | et al., 1997
(Y17979) N-glycannes.
FUT9 al-3 ? ? Sur type 2 (— Le"). Kaneko et al.,
1999
(AB023021)
Abréviations : Le, Lewis; slLe, éialyl Lewis; type 1, Gal(f1-3)GlcNAc; type 2, Gal(B1-4)GlcNAc; Hl,

Fue(c1-2)Gal(B 1-3)GlcNAc ; H2, Fuc(al-2)Gal(B1-4)GlcNAc.
Spécificités de substrat d’aprés Mollicone et al:, 1992 ; 1995.

o
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cellules [Emery, résultats non publiés]. Les fucosyltransférases éventuellement impliquées
dans 1’a1-3/4-fucosylation des chaines glycanniques de mucines bronchiques humaines

pourraient donc étre FucT-III et -IV, ou d’autres fucosyltransférases encore non identifiées.

Une a.1-6-fucosyltransférase humaine, nommée FucT-VIII, a été clonée 3 partir d’une
lignée gastrique [Yanagidani et al., 1997]. Cet enzyme est capable de transférer un résidu de
Fuc sur le résidu de GIcNAc lié a4 [Dasparagine du point d’attache des
N-glycannes. Plus récemment encore, le géne FUT9 humain, fortement similaire au géne
FUT9 murin, a été cloné [Kaneko et al., 1999]. Ce géne code un enzyme qui serait impliqué

dans 1a biosynthése des déterminants glycanniques Le*.

1.3.2 Sialylation des chaines glycanniques de mucines bronchiques

Les sialyltransférases sont des enzymes capables de transférer un résidu de NeuAc 3
partir du donneur, le CMP-NeuAc (cytidine 5'-monophosphate-acide N-acétylneuraminique)

sur un sucre accepteur en position terminale non réductrice.

Dans les mucines bronchiques, deux types de liaison, (a2-3) ou (02-6), peuvent
exister entre un résidu de NeuAc et un résidu de Gal ou de GalNAc. Il n’existe pas de liaison
NeuAc(c2-8) dans les mucines bronchiques.

Les structures sialylées les plus simples comportent une liaison (x2-6) entre un résidu
de NeuAc et le résidu de GalNAc li€é a un acide aminé hydroxylé de ’apomucine [van
Halbeek et al., 1988]. _

Des oligosaccharides, possédant un core 1 ou 3 (éventuellement allongé par d’autres
sucres) peuvent également étre sialylés en (a2-6) sur le résidu de GalNAc du point d’attache
[van Halbeek et al., 1988 ; Breg et al., 1987].

Quelques rares structures avec un résidu de NeuAc en (02-6) sur le résidu de Gal
d’une unité disaccharidique de type 2 ont été décrites dans les mucines bronchiques [Breg et
al., 1987 ; Lo-Guidice et al., 1994]. B

L’a2-3-sialylation est majoritaire dans les chaines glycanniques de mucines
bronchiques humaines. Le résidu de Gal des cores 1 ou 3 (lié en (al-3) sur le résidu de

GalNAc) peut porter un résidu de NeuAc lié en (a2-3) [Breg et al., 1987]. En outre, parmi les
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chanes glycanniques dont les structures ont été déterminées, nombreuses sont celles qui
contiennent un résidu de NeuAc en (0:2-3) sur une unité terminale de type 2 [Lamblin et al.,

1984 ; Lo-Guidice et al., 1994].

Une a2-6-sialyltransférase (ST6Gal-I) et six a2-3-sialyltransférases (ST3Gal—i, -1,
-II0, -1V, -V et -VI) humaines ont été clonées (Tableaun V). ST3Gal-I, -II agissent uniquement
sur des unités de type Gal(B1-3)GalNAc. Les enzymes ST3Gal-III, -IV et -VI sont actives sur
des substrats de type Gal(B1-3/4)GIlcNAc et peuvent donc intervenir dans la biosynthése de
déterminants glycanniques de type sialyl Le* et sialyl Le®. La séquence de biosynthése de ces
derniers épitopes est trés stricte : les a2-3-sialyltransférases sont inactives sur les structures
terminales Le” et Le®, alors que les al-3/4-fucosyltransférases sont, en général, actives sur des

structures terminales NeuAc(a2-3)Gal(B1-3/4)GlcNAc (Tableau IV et Figure 8).
De nombreuses o2-8-sialyltransférases humaines ont également été clonées (Tableau
V). Ces enzymes ne participent pas a la biosynthése des chaines glycanniques de mucines, qui

ne contiennent jamais de résidu de NeuAc lié en (a2-8).

1.3.3 Sulfatation des chaines glycanniques de mucines bronchiques

Les sulfotransférases sont des enzymes capables de transférer un groupement sulfate a
partir de I’adénosine 3’-phosphate 5°-phosphosulfate (ou PAPS, donneur universel de sulfate),

sur un accepteur (sucre, acide aminé,...).

La détermination de structures d’oligosaccharides acides de mucines bronchiques
humaines a montré que la sulfatation pourrait se produire soit sur le C3, le C4 ou le C6 d’un
résidu de Gal terminal (ou interne dans le cas de la sulfatation sur le C6), soit sur le C6 d’un

résidu de GlcNAc [Lo-Guidice et al., 1994, 1997 ; Mawhinney ef al., 1992a, 1992b].

Pour démontrer la présence de groupements sulfate sur le C4 ou le C6 d’un résidu de
Gal, Mawhinney et al. n’ont pas utilisé la '"H RMN, qui est la technique idéale pour la
détermination de structures d’oligosaccharides-alditols et la localisation du groupement

sulfate, mais ont employé des techniques moins performantes de digestion paf des

N



| Tableau V: Les sialyltransférases humaines clonées (nomenclature d’apres Tsuji et al., 1996).

- Enzyme Accepteur(s) Liaison Origine Références Chromo-
N° d’accés GenBank créée some
ST6Gal-1 Gal(B1-4)GlcNAc NeuAc Placenta | Grundmann ez al., 1990 3(q27-q28)
X17247 (a2-6)Gal : _
ST3Gal-I Gal(B1-3)GalNAc NeuAc Placenta Kitagawa & Paulson, 1994a 8
129555 («2-3)Gal :
ST3Gal-II Gal(B1-3)GalNAc NeuAc Foie Kim et al., 1996 ?
U63090 (a2-3)Gal
ST3Gal-1II Gal(B1-3/4)GIcNAc NeuAc Placenta Kitagawa & Paulson, 1993 1(p34-p33)
123768 (02-3)Gal :
ST3Gal-IV Gal(B1-4/3)GIcNAc et NeuAc Placenta Kitagawa & Paulson, 1994b 11(q23-q24)
123767 Gal(B1-3)GalNAc («2-3)Gal
ST3Gal-v Lactosylcéramide ‘NeuAc Cerveau  |Ishii et al, 1998 ?
AB018356 : (a2-3)Gal _
ST3Gal-VI Gal(B1-4)GIcNAc NeuAc Cellules de [ Okajima et al., 1999 ?
AB022918 : (a2-3)Gal mélanome
ST8Sia-1 NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)GlcCer NeuAc Cellules de | Sasaki et al., 1994b 12
X77922 (c2-8)NeuAc mélanome N
ST8Sia-Il (NeuAcoa2-8),NeuAc(a2-3)-N-glycannes NeuAc Placenta Scheidegger et al., 1995 15q26
U33551 | (02-8)NeuAc
ST8Sia-III NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)GIcNAc NeuAc Cerveau Lee et al., 1998 ?
AF004668 -+ | (a2-8)NeuAc
ST8Sia-IV (NeuAca2-8),NeuAc(a2-3)-N-glycannes | NeuAc Cerveau Nakayama et al., 1995 5¢21
141680 (a2-8)NeuAc | d’embryon
ST8Sia-V GM1b, GD1a, GT1b, GD3. NeuAc . Cerveau Kim et al., 1997 18
-U91641 ' (c2-8)NeuAc

SE
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Disaccharide de type 1
- GlcNAc
Ga.l(Bl-3/)
STSGal—III \. FucT-III
- ST3GakIV
GlcNAc Fuc(a1-4)GIcNAc
Gal(Bl-S/) Gal(Bl-.’»/)
NeuAc(oc2-3)/
FucT-III
Fuc(o1-4)GlcNAc
Gal([31-3/) sialyl Lewis a
NeuAc(oc2-3)/
Disaccharide de type 2

Gal(B1-4)GIcNAc

ST3Gal-II1 ol-3-FucT
ST3Gal-IV

Gal(B1-4)GlcNAc Gal(B1-4)GlcNAc
/ /
NeuAc(a2-3) Fuc(al-3)

a1-3-FueT : %

Gal(B1-4)GIcNAc
/ /

NeuAc(a2-3) Fuc(al-3) sialyl Lewis x

Figure 8 : Voies de biosynthése des épitopes sialyl Le* et sialyl Le?.

Abréviations: FucT, fucosyltransférase; Gal, galactose; GIcNAc, N-acétylglucosamine; GalNAc,
N-acétylgalactosamine ; ST3Gal, a2-3-sialyltransférase.

A
\
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glycosidases, de désulfatation et de perméthylation [1992a, 1992b]. Dans les structures
déterminées par des techniques combinées de HPAEC et de '"H RMN, les groupements sulfate
ont été localisés soit sur le C3 de résidus de Gal terminaux, soit sur le C6 de résidus de
GIcNAc, jamais sur le C4 d'un résidu de Gal [Lo-Guidice et al., 1994, 1997 ; Lamblin ef al.,
1991]. '

La/’localisation, au niveau des mucines bronchiques, d’une sulfatation en C3 d’un
fésidu de Gal terminal ou en C6 d’un résidu de GlcNAc laissait supposer qu’il existerait au
moins deux sulfotransférases dans la muqueuse bronchique humaine, capables de sulfater les

mucines.

Lo-Guidice et al. ont caractérisé une Gal-3-O-sulfotransférase de muqueuse
bronchique humaine, active sur les résidus de- Gal terminaux de chaines glycanniques de
mucines bronchiques humaines [1995]. En recherchant les activités Gal-3-O-
sulfotransférasiques dans de nombreux tissus humains, Chandrasekaran et al. ont mis en
évidence deux groupes de Gal-3-O-sulfotransférases, ayant des spécificités de substrat et des

paramétres cinétiques différents [1997].

Différentes GIlcNAc-6-O-sulfotransférases ont été décrites : dans le foie de Rat
(intervenant dans la biosynthe¢se des N-glycannes) [Spiro et al, 1996], chez la Souris
[Uchimura et al., 1998a]. Trois GlcNAc-6-O-sulfotransférases humaines ont été récemment

clonées [Uchimura et al. 1998b ; Bistrup et al., 1999 ; Lee et al., 1999].

La présence prédominante de 6-O-sulfatation sur des résidus de GIcNAc dans les
mucines bronchiques de patients atteints de mucoviscidose (patients CF) [Lo-Guidice et
al., 1994] nous a incités a caractériser, dans les fractions microsomales de muqueuse
respiratoire humaine, la GlcNAc-6-O-sulfotransférase qui pourrait étre responsable de

I’hypersulfatation des mucines observée dans cette affection.

La premiére partie de mon travail a donc consisté a définir
les propriétés enzymatiques de cet enzyme, a étudier différents
paramétres influant sur son activité, ainsi que sa spécificité de

substrat.

—
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Dans les structures d’oligosaccharides sulfatés de mucines bronchiques déterminées
précédemment au laboratoire [Lo-Guidice et al., 1994], les groupements sulfate peuvent
coexister sur une méme unité de type 2 avec un résidu de NeuAc et/ou de Fuc. Ainsi, au
niveau des mucines bronchiques humaines de patients CF ont été décrites des structures de
type 3-sulfo Le*, 6-sulfo Le*, 6-sulfo Le”, 6-sulfo sialyl Le* (Figure 9).

Ces structures périphériques sulfatées, sialylées et fucosylées sont d’une grande
importance car elles interviennent dans la reconnaissance de nombreux micro-organismes
[Lamblin & Roussel, 1996] (Tableau VI). De plus, nombre d’entre elles sont d’excellents
ligands pour les sélectines. Le 6-sulfo sialyl Le*, particuliérement bien exprimé au niveau des
mucines bronchiques de patients CF, a été décrit comme étant le meilleur ligand des
L-sélectines [Galustian et al., 1997 ; Mitsuoka et al., 1998]. Ces épitopes 6-sulfo sialyl Le*
pourraient avoir un role dans la modulation de la réponse inflammatoire au niveau du

poumon.

Le role potentiel des dérivés sulfatés et/ou sialylés du déterminant Le* a entrainé un
certain nombre d’études de leur biosynthése : si les auteurs s’accordent sur le fait que 1’a2-3-
sialylation précéde 1’a.l-3-fucosylation durant la biosynthése du déterminant sialyl Le*, les
résultats concernant la biosynthése du 6-sulfo sialyl Le* sont controversés. Pour Crommie &
Rosen, la sialylation précéde la fucosylation et la 6-O-sulfatation [1995]. Pour Scudder et al.,
la sulfatation en C6 de la GlcNAc est le premier événement, suivie de 1’a2-3-sialylation puis

de I’a1-3-fucosylation [1994].

La séquence de biosynthése des dérivés suifatés et/ou sialylés
du déterminant glycannique Le* (3-sulfo Le”, 6-sulfo Le", 6-sulfo
sialyl Le*) étant controversée (du moins en ce qui concerne la
fucosylation et la sulfatation), une étude de celle-ci dans des
fractions microsomales de muqueuse bronchique humaine nous a

paru nécessaire.
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3-sulfo Lewis x HOsS
\
3Gal(B1-4)GlcNAc-R Gal(B1-4)°GIcNAc-R  6-sulfo Lewis y
/ / | /
HO,S Fuc(al-3) Fuc(al-2) Fuc(al-3)
E HOsS
\
Gal(B1-4)°GlcNAc-R
: /
1Gal(B1-4)GlcNAc-R NeuAc(a2-3)
/

HO3S

\ GalBl-4GlcNAc—R —— Gal(B1-4)GlcNAc-R

NeuAc(a2-6)  HO3S / |
\ \ NeuAc(a2-3)
Gal(B1-4)’GIcNAc-R

sialyl Lewis x
Gal(B1-4)GlcNAc-R

6-sulfo Lewis x
NeuAc(ai2-3) Fuc(al-3)

HOsS
\ HO:S
Gal(B1-4)°GlcNAc-R \
| / Gal(p1-4)°GIcNAc-R
Fuc(al-3)
NeuAc(02-3)
HOs;S , HO;S
\ \
Gal(B1-4)°GIcNAc-R ~ Gal(B1-4)°GlcNAc-R
/ / - |
NeuAc(o2-3) Fuc(al-3) Fuc(a1-2)

6-sulfo sialyl Lewis x

Figure 9 : Exemples de substitutions par un résidu de NeuAc et/ou un groupement sulfate -
d'une unité disaccharidique terminale de type 2 déterminées dans les mucines

bronchiques humaines (d’aprés Lo-Guidice et al., 1994).

Abréviations : Gal, galactose ; GIcNAc, N-acétylglucosamine ; GalNAc, N-acétylgalactosamine. ; NeuAc, acide
N-acétylneuraminique ; SO;H, sulfate.

A
\
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Tableau VI : Exemples de structures glycanniques reconnues par des micro-orgam'smeé et

qui existent également dans les mucines bronchiques humaines (d’aprés
Roussel & Lamblin, 1996).

Micro-organismes

Structures glycanniques

Références

' Entamoeba histolytica

Gal/GalNAc
N-acétyllactosamine

Mc Coy et al., 1994
Ravdin et al., 1989

Candida albicans Gal(B1-3)[Fuc(a1-4)]GlcNAc Brassart ef al., 1991
' Streptococcus GlcNAc(B1-3)Gal Andersson et al., 1983
preumoniae GlcNAc(B1-3)Gal(B1-3)GlcNAc(B1-4)Gle
GlcNAc(B1-3)Gal(B1-3)GleNAc(B1-4)Gle
Actinomyces Gal(B1-3)GalNAc Brennan et al., 1987
naeslundii .

Streptococcus sanguis

NeuAc(a2-3)Gal(B1-3)GalNAc

Murray et al., 1982

E. coli (type S fimbrae)

NeuAc(a2-3)Gal(B1-3)GalNAc

Parkkinen et al., 1986

E. coli (type X
fimbrae)

NeuAc(a:2-3)Gal(B1-4)GIcINAc

Leffer &
Svanborg-Eden, 1986

Pseudomonas
aeruginosa

Gal(B1-3)GlcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Glc
Gal(B1-4)GlcNAc(B1-3)Gal (B1-4)Glc

NeuAc(c2-3)Gal(B1-3)GlcNAc(B1-3)Gal(B1-4)Gle

Ramphal et al., 1991a
Rosenstein et al., 1992

Rarﬁphal etal.,1991a

Mycoplasma
preumoniae

NeuAc(0:2-3)Gal(31-4)GlcINAc

HO,S-3Galp1-

Roberts et al., 1989

Krivan et al., 1989

Virus influenzae

NeuAc(a2-6)Gal
NeuAc(a2-3)Gal

Gambaryan et al., 1995

Abreéviations :

Fuc, fucose; Gal, galactose; GalNAc, N-acétylgalactosamine; Glc, Glucose; GIcNAc,

N-acétylglucosamine ; NeuAc, acide N-acétylneuraminique ; SO;H, sulfate.

=
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Elle permettra, & I’avenir, d’évaluer I’influence de I’inflammation sur activité des
différentes sulfo-, sialyl-, et fucosyltransférases et de déterminer si la surexpression des
éi)itopes glycanniques résultant de I’action de ces enzymes ne pourrait pas favoriser la
colonisation bactérienne par P. aeruginosa, probléme majeur auquel sont confrontés les

malades souffrant de 1a mucoviscidose.

2. Chaines N-glycanniques

Les N-glycannes sont reliés & 1’apomucine par une liaison entre la fonction semi-
aldéhydique d’un résidu de GIcNAc et le groupement amide d’un résidu asparaginyl de ’axe
peptidique (Figure 10). Contrairement aux O-glycannes qui n’ont en commun que le résidu
de GalNAc impliqué dans la liaison & I’apomucine, la structure commune des N-glycannes
correspond & un noyau pentasaccharidique, le trimannosyl-di-N-acétylchitobiose (Figure 10).
Trois types de N-glycannes peuvent étre distingués selon la substitution du noyau : complexe
(ou N-acétyllactosaminique) ; oligomannosidique ; ou hybride (Figure 11). Les antennes
N-acétyllactosaminique peuvent étre substituées, par de 1’acide sialique en (a2-3) obu (a2-6)
sur des résidus de Gal terminaux, ou par des résidus de Fuc, aboutissant & la formation de
déterminants de groupes A, B, H, Lewis. Des groupements sulfate ont été localisés sur
certaines N-glycoprotéines, soit sur le C3 de résidus de Gal, soit sur le C6 de résidus de
GlcNAc internes (par exemple sur la thyroglobuline humaine, porcine, boviné) [de Waard et

al,, 1991 ; Spiro et al., 1988].

.La présence de mannose dans les mucines a longtemps été discutée [Périni et al.,
1991]. La caractérisation de séquences Asn-X-Ser(Thr) dans les apomucines a définitivement
apporté la preuve de la possibilité de N-glycosylation des apomucines. Les mucines contenant
trés peu de N-glycannes, aucune structure corresi:ondant aux chaines N-glycanniques de
mucines bronchiques humaines n’a été déterminée. Les chaines N-glycanniques peuvent &tre
porteuses, tout comme les O-glycannes, de certains épitopes reconnus par des micro-
organismes. Néanmoins, les chaines O-glycanniques étant largement majoritaires, le rdle des
N;glycannes dans la colonisation de ’appareil respiratoire par certains pathogénes n'est

vraisemblablement que négligeable.
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@ - Représentation de la liaison N-glycosidique

Liaison N-glycosidique

Asparagine

@ - Représentation du noyau pentasaccharidique des N-glycannes

Man(a1-6)

\ |
Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAcP1-Asn
/

Man(o1-3)

Figure 10: Représentation schématique de la liaison N-glycosidique @ et du noYau

trimannosyl-di-N-acétylchitobiose @.

Abréviations : Asn, asparagine ; Gal, galactose ; GlcNAc, N-acétylglucosamine ; Man, mannose.
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@ Type «oligomannosidiquey

+- Man(o.1-2)Man(o:1-6)
\

Man(a1-6)

/ \
+/- Man(a.1-2)Man(o1-6) Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GlcNAcB1-Asn
. /

(Mana1-2)p,Man(a1-3)

@ Type «complexe»

+/- Gal(B1-4)GlcNAc(B1-6)
\

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(c.1-6)
\

+/- NeuAc
+/- Fuc +/- GlcNAc(B1-4) —Man(p1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAcB 1-Asn
+-HOsS A / /
\ Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3) +/- Fue(at1-6)
/
+- Gal(B1-4)GIlcNAc(B1-4)
@ Type «hybride»
Man(a1-6)
\
Man(a1-6)
Man(a1-3)” \

+/- GleNAc(B1-4) —» Man(P1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAcB1-Asn
/.
Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(ai1-3)
/

Gal(B1-4)GIcNAc(p1-4)

Figure 11 : Les trois types de N-glycannes (oligomannosidique, complexe, et hybride) avec

ou sans résidu de GlcNAc intercalaire (GlcNAc (B1-4)).

Abréviations . Asn, asparagine ; Fuc, fucose ;Gal, galactose ; GlcNAc, N-acétylglucosamine ; Man, mannose ;

NeuAc, acide N-acétylneuraminique ; HO;S, sulfate.

e



IV. Les fonctions des mucines bronchiques

Les mucines bronchiques, du fait de leur structure filamenteuse, sont en grande partie
responsables des propriétés rhéologiques du mucus et participent (comme les mucines
sécrétées dans la cavité buccale, dans [I’appareil intestinal, génital) & la protection de
l’épithéliliﬁ'x qu’elles recouvrent vis-a-vis des agressions chimiques et mécaniques [Slomiany
et al., 1996 ; Mc Neer et al., 1998]. Les glycannes sont essentiels pour la conformation
filamenteuse des mucines bronchiques, donc dans le maintien des propriétés rhéologiques du
mucus bronchique nécessaire au bon fonctionnement du systéme muco-ciliaire. Les glycannes
protégent également 1’apomucine de I’action d’agents protéolytiques [Variyam et al., 1983].

Le role des glycannes dans les interactions héte/micro-organismes et dans les
phénomeénes d’adhérence bactérienne a été envisagé depuis longtemps. De nombreuses
structures glycanniques pouvant étre reconnues par les adhésines des micro-organismes ont
été décrites : par exemple, le virus Influenzae reconnait, selon les souches, des structures
glycanniques de type NeuAc(a2-3)Gal ou NeuAc(a2-6)Gal [Couceiro et al., 1993 ;
Gambaryan et al., 1995] ; Mycoplasma pneumoniae peut se fixer sur des structures HOS-
3GalB1-R [Krivan et al., 1989] et Pseudomonas aeruginosa sur les unités Gal(f1-3)GIcNAc
et Gal(p1-4)GIcNAc des structures lacto-N-tétraose, lacto-N-néotétraose et NeuAc(o2-
3)Gal(B1-3)GIcNAc [Ramphal et al., 1991a ; Rosenstein et al., 1992 ; Roussel & Lamblin,
1996] (Tableau VI).

‘Ces structures, reconnues par des micro-organismes pouvant &tre pathogénes pour
Pappareil respiratoire, existent également dans les chaines glycanniques de mucines
bronchiques humaines (Tableau VI). Sur un plan fonctionnel, la diversité des glycannes
portés par les mucines bronchiques pourrait constituer une mosaique de sites récepteurs
permettant, par des mécanismes d’adhérence, de «piéger» les micro-organismes inhalés,
préalable nécessaire a leur évacuation par le systéme muco-ciliaire. La diversité glycannique
des mucines jouerait donc un rble primordial dans la défense de la muqueuse de I’arbre
respiratoire.

De plus, certains déterminants glycanniques portés par les mucines sont d’excellents
ligands pour les sélectines. Avec leurs ligands osidiques, les sélectines jouent un grand rdle
dans P’interaction des leucocytes et des parois endothéliales, et dans la migration des
leucocytes vers les foyers inflammatoires. Il a ét¢ démontré que les différentes sélectines

(E ou endothéliale, P ou plaquettaire, et L ou leucocytaire) reconnaissent comme épitope
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minimum la structure NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GlcNAc ou sialyl Le*, et la strucfure
NeuAc(ocZ -3)Gal(p1-3)[Fuc(a1-4)]GlcNAc ou sialyl Le®. De méme, les dérivés 6-sulfatés du
s1a1y1 Le" serait particuliérement bien reconnus par la sélectine L.

L’ épitope sialyl Le" est aussi exprimé en surface de différentes cellules cancéreuses et
pourrait jouer un rdle dans la reconnaissance de ces cellules par la sélectine E (endothéliéle) et
la diffusio’n métasfatique [Hoff et al., 1989]. Cet épitope pourrait étre sous le contrdle des
fucosyltransférases codées par les génes FUT4 et -7 [Ogawa et al., 1996] et son expression

pourrait &tre augmentée par le facteur o de nécrose tumorale (TNFo) [Majuri et al., 1995].

Au niveau bronchique, 1’épitope sialyl Le*, ses analogues et ses dérivés sulfatés, sont
largement représentés dans les mucines bronchiques humaines pathologiques, provenant
notamment des patients CF [Lo-Guidice et al., 1994], et Crottet et al. ont démontré que les
mucines bronchique humaines sont capables d’interagir avec la sélectine L, et donc avec les
leucocytes [1996].

Les chailnes glycanniques des mucines pourraient donc avoir un rdle dans la
modulation de la réponse immunitaire dans certains phénoménes inflammatoires, réncontréé
par exemple dans la mucoviscidose. Cette maladie génétique, la plus fréquente dans la
population caucasienne, se caractérise par une réponse inflammatoire trés forte au niveau du
poumon (en particulier par un afflux de leucocytes). La présence de déterminants sialyl Le*
(NeuAc(2-3)Galp1-4[Fuc(al-3)]GlcNAc-...), sulfo Le* (HO,S-3Gal(B1-4)[Fuc(al-
3)IGIcNAc-... et Gal(B1-4)[Fuc(al-3)](HO;S-6)GlcNAc-...), et sulfo-sialyl Le* (NeuAc(a2-
3)Gal(p1-4)[Fuc(a.1-3)}(HO;S-6)GIcNAc) au niveau des chaines glycanniques de patients CF
pourrait avoir un rdle de modulation de la réponse inflammatoire, par interaction avec les

leucocytes [Lo-Guidice et al., 1994].
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I. Mise en évidence et caractérisation d’une activité
GlcNAc-6-O-sulfotransférasique de nuqueuse
bronchique humaine active sur les chaines

glycanniques de mucines

Les études mences sur de nombreuses structures d’oligosaccharides de mucines
bronchiques humaines ont démontré que les groupement sulfate pouvaient exister soit sur le
C3 d’un résidu de Gal terminal, soit sur le C6 d’un résidu de GlcNAc [Lo-Guidice et al.,
1994].

L’activité Gal-3-O-sulfotransférasique ayant été caractérisée au laboratoire [Lo-
Guidice et al, 1995], nous avons entrepris 1’étude de [Dactivité GIcNAc-6-O-
sulfotransférasique dans des fractions microsomales préparées a partir de piéces de muqueuse
bronchique humaine macroscopiquement saines, prélevées sur des patients atteints de cancers
bronchiques. L’incubation de ces fractions microsomales avec le [*SJPAPS (donneur
universel de sulfate) et différents substrats a permis de déterminer les conditions optimales
d’activité de 1’enzyme, ses parametres cinétiques, éinsi que sa spécificité de substrat.

Les produits sulfatés néosynthétisés durant les incubations des fractions microsomales
avec e [*>SJPAPS et différents substrats ont été identifiés par une technique de
chromatographie haute performance d’échange d’anions couplée & une détection
ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD) et une détection de la radioactivité. Les produits
néosynthétisés marqués au [>°S] sont visualisés par détection de la radioactivité, et identifiés
par co-€élution avec des standards non marqués, qui sont repérés par détection ampérométrique
pulsée. La détection ampérométrique pulsée permet de détecter spécifiquement les oses, par

oxydation de leurs fonctions alcool secondaires.

Ce travail est décrit dams un article intitulé: «Characterization of an
N-acetylglucosamine-6-O-sulfotransferase from human respiratory mucosa active on

mucin carbohydrate chains. (1997) J. Biol. Chem., 273, 29493-29501».
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A microsomal GlcNAc-6-O-sulfotransferase activity
from human bronchial mucosa, able to transfer a sulfate
group from adenosine 3’-phosphate 5’-phosphosulfate
onto methyl-N-acetylglucosaminides or terminal N-
acetylglucosamine residues of carbohydrate chains from
human respiratory mucins, has been characterized. The
reaction products containing a terminal HO;S-6GlcNAc
were identified by high performance anion-exchange
chromatography. Using methyl-g-N-acetylglucosamin-
ide as a substrate, the optimal activity was obtained
with 0.1% Triton X-100, 30 mM NaF, 20 mm Mn2*, 5 mm
AMP in a 30 mm MOPS (3-(N-morpholino) propanesulfo-
nic acid) buffer at pH 6.7. The apparent K, values for
adenosine 3'-phosphate 5’-phosphosulfate and methyl-g-
N-acetylglucosaminide were observed at 9.1 x 107¢ m
and 0.54 x 1072 M, respectively. The enzyme had more
affinity for carbohydrate chains with a terminal GleNAc
residue than for methyl-g-N-acetylglucosaminide; it was
unable to catalyze the transfer of sulfate to position 6 of
the GlcNAc residue contained in a terminal Galgl-
4GleNAc sequence. However, oligosaccharides with a
nonreducing terminal HO;S-6GlcNAc were substrates
for a f1-4 galactosyltransferase from human bronchial
mucosa. These data point out that GlcNAc-6-O-sulfo-
transferase must act before f1—4 galactosylation in mu-
cin-type oligosaccharide biosynthesis.

, Human respiratory epithelium is covered by a gelatinous .

layer of mucus, situated on the top of the cilia, and continu-
ously moved toward the pharynx where it is swallowed (1).
Mucins are the main components of the respiratory mucus and
are responsible to a large extent for the characteristic rheologi-
.cal properties of respiratory mucus, necessary for the efficiency
“of the mucociliary system.

Human respiratory mucins consist of a broad family of poly-
disperse and high molecular mass glycoproteins synthesized by
the respiratory mucosa. The peptide diversity stems from the
expression of several genes (2, 3); however, this mucin diversity
is increased widely by post-translational phenomena, mostly
O-glycosylation but also sulfation, which are responsible for
70-80% of the mass of the mucin molecule. These phenomena
lead to a remarkable diversity of carbohydrate chains (4»al-
lowing the recognition of inhaled microorganisms (for review,

see Ref. 5) which are then eliminated by the activity of the
mucociliary system. Thus mucins play an essential role in the
defense of the respiratory mucosa. Any change in the glycosy-
lation or sulfation of mucins may affect the rheological proper-
ties of respiratory mucus and the efficiency of the mucociliary
system, leading to bronchial obstruction as observed in cystic
fibrosis (CF).! _

CF, a general exocrinopathy, is the most common severe
genetic disease among Caucasians. In its most typical form, the
severity of CF is the result of chronic lung infection and mucus
hypersecretion. This infection is very peculiar and character-
ized by the predominance of Staphylococcus aureus in early life
and, later on, of Pseudomonas aeruginosa which is almost
impossible to eradicate and is responsible for most of the mor-
bidity and mortality of the disease (6).

CF is caused by mutations in the gene encoding for cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) (7), a
chloride channel of low conductance activated by protein kinase
A (8-11). AF508 deletion is the most frequent mutation (about
70% of the CF chromosomes) and leads to a misfolding of CFTR
which is retained in the endoplasmie reticulum and degraded
(12). This mislocation of mutated CFTR may have conse-
quences for other cell compartments. In CF cells, a defect in the
acidification of endosomes, prelysosomes, or trans-Golgi/trans-
Golgi network has been observed and could be responsible for
abnormal glycosylation and sulfation processes (13-16).

Previous works have shown that salivary and respiratory
mucins (17-19) as well as glycoproteins secreted by CF nasal
epithelial cells in culture (20) were oversulfated. More recently,
Zhang et al. (21), using a model of human xenograft that
eliminates the influence of inflammation and infection, ob-
served an increased mucin sulfation that may correspond to a
primary defect, varying according to the CF genotype. Mucin
sulfation affords a strong negative charge to carbohydrate
chaing influencing the viscoelastic properties of bronchial mu-
cus. Moreover, sulfated carbohydrate sequences, identical to
those found in respiratory mucins, have been shown to be

“specific ligands for selectins (22, 23) and for microorganisms

(24). The development of a protocol of purification based mainly
on high performance anion-exchange chromatography
(HPAEC) has allowed the structural determination of sulfated
carbohydrate chains from CF and non-CF mucins in which
sulfation occurs either on the C-3 of a terminal galactose (Gal)

* This work was supported by INSERM and by the Association Fran-
¢aise de Lutte contre la Mucoviscidose. The costs of publication of this
article were defrayed in part by the payment of page charges. This
article must therefore be hereby marked “advertisement” in accordance
with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

9 To whom correspondence should be addressed. Tel.: 33-3-2029-
8862; Fax: 33-3-2053-8562; E-mail: Lamblin@lille.inserm.fr.

This paper is available on line at http://www.jbc.org

s

! The abbreviations used are: CF, cystic fibrosis; CFTR, cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator; HPAEC, high performance an-
jon-exchange chromatography; PAPS, adenosine 3'-phosphate 5'-phos-
phosulfate; APS, adenosine 5’-phosphosulfate sLe®, sialyl Lewis x;
MOPS, 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid; AEBSF, 4-(2-aminoeth-
yhbenzenesulfonyl fluoride; MES, 2-(N-morpholino)ethanesulfonic
acid. .
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TasLE I
Structures of oligosaccharide-alditols OS1, 082, and OS3

Oligosaccharide-alditol
0s1

Structure
Gal(B14)GlcNAc(B1-6)

AN
GalNAc-ol
/ .
Gal(B1-3) _

NeuAc(a2-3)

082 GlcNAc(B1-6)
AN
GalNAc-ol
/
Gal(p1-3)

/
NeuAc(a2-3)
083 GalNAc-ol

/
GleNAc(81-3)

residue or on the C-6 of an N-acetylglucosamine (GlcNAc) res-
idue (25). These data suggest that sulfation of respiratory mu-
cins involves at least two sulfotransferases.

Lo-Guidice et al. (26) have characterized recently a sulfo-
transferase from human airways responsible for the 3-O-sulfa-
tion of terminal galactose in N-acetyllactosamine-containing
mucin carbohydrate chains.

In this paper we report the characterization of a microsomal
GleNAc-6-O-sulfotransferase activity from human bronchial
mucosa. This enzyme is able to transfer a sulfate group from
PAPS to a terminal GlcNAc residue contained in a carbohy-
drate chain. The GlcNAc-6-O-sulfation is inhibited by the prior
Bl-4 galactosylation of the GlcNAc residue, indicating that
6-O-sulfation has to precede galactosylation during biosynthe-
sis of sulfated mucin-type oligosaccharides. The main differ-
ence in the enzymatic properties of the 3-O-Gal- and the 6-O-
GlcNAc-sulfotransferase is their optimum pH, 6.1 and 6.7,
respectively.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Enzyme Preparation— Tissues collected in macroscopically healthy
areas of the bronchial tree from patients undergoing surgery for bron-
chial carcinoma were placed in Leibovitz L15 medium (Life Technolo-
gies, Inc.) and transported immediately on ice to the laboratory and
processed for mucosa isolation. Mucosae (2-3 cm?) were cut into 1-mm?
pieces, and homogenates were prepared in 50 muM Tris-HCI buffer, pH
7.4, containing 25 mM potassinm chloride, 250 mu saccharose, 5 mm
B-mercaptoethanol, 5 mM magnesium acetate, using a glass-Teflon ho-
mogenizer (1,400 rpm, five strokes). The mixture obtained was submit-
ted to 16,000 X g centrifugation for 20 min at 4 °C. The resulting
supeinatants were ultracentrifuged further at 180,000 X g for 1 h at
10 °C. The resulting pellet containing microsomal fractions was stored
at —80 °C until used (26).

Sulfate Acceptors—The oligosaccharide-alditols of respiratory mu-
cing from a patient suffering from CF were released by alkaline boro-
hydride treatment of mucin glycopeptides, then fractionated by anion-
exchange chromatography on an AG 1-X2 column (Bio-Rad) and then by
gel filtration chromatography on a Bio-Gel P4 column (Bio-Rad) accord-
ing to Lamblin et al. (27). Fraction ITlcl containing mono- or disialylo-
ligosaccharide-alditols was fractionated by HPAEC on a CarboPac PA-
100 column (Dionex), and the structures of the main oligosaccharide-
alditols were determined by high resolution *H NMR spectroscopy in
combination with fast atom bombardment-mass spectrometry (25).

The different compounds also used for acceptor specificity studies
were from the following sources: GleNAcal-O-Met, GleNAcp1-O-Met,
GlcNAcB1-3Gal-O-Met were from Sigma; NeuAca2-3Galpl—4GleNAc-
O-Met  (a2-3sialyl-N-acetyllactosamine-O-Met), and NeuAca2-
3GalB1-4[Fucal-3]GlcNAc-O-Met (sialyl-Lewis x-O-Met or sLe*-O-
Met) were from Toronto Research Chemicals Inc. We also used three
oligosaccharide-alditols OS1, 082, and OS3, whose structures are de-
scribed in Table I. The oligosaccharide-alditol OS1 was from Collocalia
mucins (28) and OS3 was from human bronchial mucins. OS2 was
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obtained by treating OS1 with Streptococcus pneumoniae B-galactosid-
ase (Sigma) according to Paulson et al. (29). The galactose was then
removed by gel filtration on a Bio-Gel P2 column (Bio-Rad). Fraction
IlIcl was also treated with S. pneumonice B-galactosidase using the
same protocole.

Standards Preparation—Sulfated oligosaccharide-alditols (fraction
IVc) were prepared from the respiratory mucins of a CF patient using
the same methods as for fraction IIlcl (25). The structures of 11 sul-
fated oligosaccharide-alditols from fraction IVc have been determined
by Lo-Guidice et al. (25).

6-O-Sulfated methyl-B-N-acetylglucosaminide was synthesized ac-
cording to the protocol described by Van Kuik et al. (30) specific for
sulfation of -CH,0H. Briefly, 50 mg of GlcNAcB1-O-Met was dissolved
in 1.25 ml of dry pyridine. The mixture was cooled to 5 °C, and 18.5 ul
of chlorosulfonic acid in 75 ul of dry chloroform was added. After
stirring for 30 min at 5 °C and then for 2 h at 25 °C, the reaction was
stopped by the addition of 0.5 ml of water. The solvent was then
evaporated to dryness. The sulfated GleNAcg1-O-Met was purified on a
silica column (1.2 X 13 cm) (Florisil, Merck) eluted by a mixture of
dichloromethane/methanol (5:3, v/v), and their structure was deter-
mined by 400 MHz “H NMR spectroscopy on a two-dimensional homo-
nuclear COSY spectrum. The analysis proved the presence of two sul-
fated products: HO,S-6GlcNAcB1-O-Met, which was the main
synthesized product; and HO,S-3GleNAcB1-O-Met (90%/10%). The sul-
fation of GlcNAcB1-O-Met on the C-6 was confirmed by the strong
downfield shift for the AH6/AHS6’ protons (+0.45 ppm and +0.49 ppm,
respectively). HO;S-6GlcNAcB1-3Gal-O-Met was a generous gift from
K. L. Matta (Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, NY) (31).

Sulfotransferase Assays—The reaction mixture (100 ul) for the sul-
fotransferase assays was performed as follows. 50-100 ug of microso-
mal protein was incubated with 0.5 uCi of [3*SJPAPS (NEN Life Science
Products, 2.48-2.50 Ci/mmol), 5 mM of methylglycosides (GleNAcS/al-
0-Met, GleNAcB1-3Gal-O-Met, NeuAca2-3GalB1l—4 GlcNAc-O-Met, or
sLe*-O-Met), or 100 ug of one of the oligosaccharide-alditols (OS1, OS2,
083) in a 30 mmM MOPS/NaOH buffer, pH 6.7, containing 0.1% (w/v)
Triton X-100, 20 mmM MnCl,, 30 mM NaF, 5 mM AMP, 1 mM 4-(2-
aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF). After incubation for 60
min at 30 °C, the reaction was stopped by the addition of 300 pl of
ice-cold methanol. The resulting mixture was kept overnight at 4 °C,
and the formed precipitates were eliminated by centrifugation at
10,000 X g for 20 min. The pellets were washed twice with ice-cold
methanol and centrifuged. The supernatants were collected, evaporated
to dryness, and then submitted to HPAEC.

Action of Human Microsomal Galactosyltransferase on HO;S-6Gle-
NAcB1-O-Met or on Oligosaccharide-alditol IVe-19 (OS2 with a Termi-
nal HO;S-6GlcNAc) — After incubation of GleNAcB1-0-Met or OS2 with
radiolabeled [**S]PAPS and microsomal preparation for 60 min at 30 °C
as described above, UDP-Gal (Sigma) was added to the mixture to have
a final concentration of 5 mM. The mixture was kept for 1 h 30 min at
30 °C, and the reaction was stopped as described for the sulfotrans-
ferase assays. The synthesized products were identified by HPAEC.

To compare the activity of this galactosyltransferase on GleNAcp1-
0-Met/HO,S-6GlcNAcB1-0-Met and 082/IVe-19, each substrate (1 mm)
was incubated with 1 uCi of radiolabeled UDP-[6-°H]Gal (Sigma, 17.65
Ci/mmol) for 1 h 30 min at 30°C in a 30 mM MOPS/NaOH buffer
containing 5 mmM AMP, 30 mM NaF, 20 mm MnCl,, 1 mm AEBSF, and
0.1% Triton X-100. The reaction was stopped as described for the
sulfotransferase assays, and the radiolabeled products were studied by
HPAEC.

Action of B1-4 Galactosyltransferase from Bovine Milk on HO,S-
6GlcNAcBI-O-Met—To obtain a standard of Galp1-4(HO,S-6)GlcNAc-
O-Met, chemically synthesized HO,S-6GlcNAcB1-O-Met (5 mM) was
incubated with 1 uCi of radiolabeled UDP-[6-°H]Gal (Sigma, 17.65
Ci/mmol) and 150 milliunits of B1-4 galactosyltransferase from bovine
milk (Sigma) in 50 pl of 100 mm sodium cacodylate, 154 mm NaCl
buffer, pH 7.4, containing 1 mM AMP, 10 mM MnCl,, 0.5% (w/v) Triton
X-100 (32). After 1 h 30 min at 30 °C, the reaction was stopped as
described for the sulfotransferase assays, and the synthesized product
was characterized by HPAEC.

Characterization of Labeled Products by HPAEC —Dry samples of
sulfated or galactosylated products were dissolved in water and injected
directly onto a CarboPac PA-100 column (4 X 250 mm) for HPAEC
(Dionex Corp.). The elution of neosynthesized products was monitored
both by pulsed amperometric detection (PAD 2 model, Dionex Corp.)
and by radioactivity on line (high performance liquid chromatography
radioactivity detector LB 506 C-1, EG & G, Berthold, Wildbad,
Germany). ‘

Elution of sulfated GlcNAcB1-O-Met and sulfated products synthe-
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sized from methylglycosides (GleNAcBl-3Gal-O-Met, NeuAca2-
3GalB1-4GlcNAc-O-Met, and sLe*-O-Met) was performed at alkaline
pH at a flow rate of 1 ml/min in 0.05 M NaOH, 0.2 M sodium acetate with
a linear gradient of sodium acetate to 0.05 M NaOH, 0.3 M sodium
acetate at 22 min, to 0.05 M NaOH, 0.95 M sodium acetate at 24 min, and
followed by isocratic elution with 0.05 M NaOH, 0.95 M sodium acetate
for 10 min (gradient I). The standards used were HO;S-6GlcNAcB1-O-
Met and HO;S-6GlcNAcB1-3Gal-O-Met for sulfated GleNAcB1-O-Met
and sulfated GlcNAcB1-3Gal-O-Met, respectively.

The same gradient I was used for elution of the 3S-sulfated and
galactosylated products synthesized from GleNAcp1-O-Met. The stand-
ard used was GalBl1-4(HO,S-6)GlecNAc-O-Met (resulting from incuba-
tion of HO,S-6GlcNAcB1-O-Met with UDP-[6-°H]Gal and S1-4 galac-
tosyltransferase from bovine milk).

Elution of neosynthesized radiolabeled sulfated oligosaccharide-aldi-
tols was performed at alkaline pH at a flow rate of 1 ml/min in 0.1 M
NaOH for 10 min, then with a linear gradient of sodium acetate to 0.1
M NaOH,.0.07 M sodium acetate at 16 min, to 0.1 M NaOH, 0.1 M sodium
acetate at 30 min, to 0.1 m NaOH, 0.45 M sodium acetate at 80 min, to
0.1 M NaOH, 0.95 M sodium acetate at 82 min and followed by isocratic
elution with 0.1 M NaOH, 0.95 M sodium acetate for 10 min (gradient II).
Fraction IVe containing 11 sulfated oligosaccharide-alditols was used as
a standard (25). For elution of both 3*S-sulfated and galactosylated
products synthesized from OS2, we also used gradient II and fraction
IVc as a control.

Protein Determination —The protein content of the microsomal frac-
tions was determined by BCA Protein Assay (Pierce) (33).

RESULTS
Sulfation of Methyl-N-acetylglucosaminides

Methyl-N-acetylglucosaminides were first used to test the
N-acetylglucosamine-sulfotransferase activity since it is diffi-
cult to obtain enough oligosaccharide-alditols from human res-
piratory mucins to characterize the enzyme completely. After
incubation of methyl-g-N-acetylglucosaminide (GleNAcB1-O-
Met) with microsomes and [3S]PAPS and separation of the
radiclabeled products by HPAEC, two peaks were observed: a
peak at 11 min 30 s corresponding to free [3*S]sulfate (this peak
is still present when incubation is performed without any car-
bohydrate acceptor) and another peak at 9 min 30 s, absent
when there is no GlcNAcB1-O-Met in the incubation mixture,
corresponding to a sulfated GlcNAcB1-O-Met (Fig. 1a). Unre-
acted [3°SIPAPS or [33S]APS, which are very acidic compounds,
are eluted with high concentrations of sodium acetate, and so
they are not visualized on the elution profile.

To find out the position of the sulfate group on the GlecNAc
residue, the radiolabeled products were chromatographed with
a mixture (90%/10%) of HO3S-6GIcNAcBl-O-Met and HO,S-
3GIlcNAcB1-0-Met that was chemically synthesized. The sul-
fated GlcNAcB1-O-Met synthesized during incubation with mi-
crosomes and [3SJPAPS coeluted with the standard HO,S-
6GlcNAcB1-O-Met. This showed that the sulfotransferase was
ablé to transfer a sulfate group from PAPS to the C-6 of Glc-
NAcB1-O-Met (Fig. 1b).

A very low sulfotransferase activity was found when methyl-
a-N-acetylglucosaminide (GleNAcal-O-Met) was used as sub-
strate acceptor, showing that the enzyme was more active on
the B anomers than on the « anomers. The activity was about
120-fold higher for GleNAeB1-O-Met (17.27 pmol/mg of protein/
min) than for GleNAcal-O-Met (0.14 pmol/mg of protein/min)
using the same conditions of incubation. ’

Properties of the GlcNAc-6-O-sulfotransferase

We first looked at the effect of pH on the transfer of sulfate
group from PAPS to GlcNAcB1-O-Met, using MES buffer (pH
5.4-6.4) and MOPS buffer (pH 6.1-7.9). The optimal conditions
for sulfation of GlcNAcB1-O-Met were obtained with 30 mm
MOPS/NaOH buffer at pH 6.7 (data not shown).

The influence of divalent cations on the activity of this
GleNAc-6-O-sulfotransferase from respiratory mucosa was
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Fic. 1. HPAEC elution profile of 3*S-labeled products enzymat-
ically obtained from GlcNAcf1-O-Met on a CarboPac PA-100
column (4 X 250 mm). These products were studied alone (panel a) or
after mixing with two synthetic GlcNAcB1-O-Met bearing a sulfate
group either on C-3 or C-8 (panel b). Elution was performed with
gradient I described under “Experimental Procedures.” Peaks were
detected by pulsed amperometry (dashed line) and by radioactivity
(solid line). ’

also studied. Mn** and Mg?* had a stimulatory effect on the
GleNAc-6-O-sulfotransferase with an optimal activity at 20 mm
Mn?*. The sulfotransferase activity was 4-fold higher with 20
myM Mn2?* than without this cation. Ca?* had an inhibitory
effect even at very low concentrations (data not shown).

We also studied the influence of AMP, ATP, and NaF on the
transfer of [*3Slsulfate to GleNAcB1-O-Met. Both AMP and
ATP had a stimulatory effect at a concentration of 1 mm. Above
this concentration, ATP abolished the sulfotransferase activity,
whereas AMP had an increased stimulatory effect up to a 5 mM
concentration. The presence of NaF in the incubation mixture
stimulated the sulfotransferase activity, with a maximal effect
at 30 mm NaF (Fig. 2).

These three compounds had an inhibitory effect on the lib-
eration of free [*°S]sulfate from [**STPAPS during the incuba-
tions, allowing an increase of sulfotransferase activity. There
was a free [*®*Slsulfate decrease, 10, 85, and 80%, when the
incubations were performed with 30 mm NaF, 5 mm AMP, and
10 mm ATP, respectively. Concerning ATP, the stimulatory
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effect was only observed at low concentrations (1 mm). Above
this concentration, ATP had an inhibitory effect. This com-
pound, which can be considered as a structural analog of PAPS
has already been shown to inhibit sulfotransferase activities
(34). At high concentrations, the impact on PAPS degradation
would be lower than the inhibitory effect.

The optimal sulfotransferase activity was obtained with
0.1% (w/v) Triton X-100, 30 mm NaF, 20 mm MnCl,, and 5 mM
- AMP in a 30 mMm MOPS/NaOH buffer at pH 6.7.

When using these conditions, the sulfotransferase activity
increased linearly up to 360 min, in the range of 2-96 ug of
microsomal proteins (data not shown).

Kinetic measurements of GlcNAc-6-O-sulfotransferase activ-
ity with different concentrations of [**SIPAPS (Fig. 3a) 'and
GlcNAcB1-O-Met (Fig. 3b) allowed the determination of X,
values from Lineweaver-Burk plots for these two components,
9.1 um and 0.54 mwm, respectively.

Sulfation of Oligosaccharidic Substrate§

Sulfation of Different Oligosaccharide-alditols —The sulfo-
transferase activity was measured on different oligosaccharide-
alditols: 0S1, OS2, 0OS3 (Table I), and fraction IIIcl (sialylated
oligosaccharide-alditols from human bronchial mucins (25))
with or without prior treatment with B-galactosidase. These
oligosaccharides were incubated with microsomal preparation
and [®°STPAPS in conditions described under “Experimental
Procedures.” The 35S-radiolabeled products were analyzed by
HPAEC using a CarboPac PA-100 column and gradient II and
compared with a mixture of 11 sulfated oligosaccharide-alditols
whose structures have been determined previously (IVe) (25).
Three of them were particularly interesting. The oligosaccha-
ride-alditol IVe-10 had the same structure as OS1 with a sul-
fate group on the C-3 of the terminal galactose residue; IVe-12
had the same structure as OS1 with a sulfate group on the C-6
of the internal GlcNAc residue, and IVe-19 corresponded to
082 with a sulfate group on the C-6 of the terminal GlcNAc
residue. The structure of the oligosaccharide-alditol IVe-2 was
also very useful for this study (Table II).

After sulfation of OS1, two radiolabeled peaks were obtained
(Fig. 4a). The first peak was eluted at 45 min 24 s and was also
present when the incubation mixture did not contain any ac-
ceptors; it corresponded to free [**S]sulfate. The second peak
was eluted at 46 min 36 s; it corresponded to the product
synthesized from OS1. When this product was injected with a
mixture of sulfated oligosaccharides (fraction IVe), it coeluted
with oligosaccharide-alditol IVe-10, which corresponds to OS1
with a sulfate group on the C-3 of the terminal galactose
residue. No radiolabeled peak had the same retention time as
oligosaccharide-alditol IVe-12, which corresponds to 0S1 with
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Fic. 3. Effect of PAPS (panel a) and GleNAcp1-0O-Met (panel b)
concentrations on human respiratory mucosa 6-O-sulfotrans-
ferase activity. Incubation mixtures were the same as described un-
der “Experimental Procedures” except for the concentrations of PAPS
(0.44-22 um) and GleNAcg1-O-Met (20 pmM—~10 mm).

a sulfate group on the internal GleNAc residue (Table II). Thus
the GleNAc-6-O-sulfotransferage activity from human bron-
chial mucosa was not directly active on the internal GleNAc
residue of OS1 (Scheme 1). '

0OS1 was then submitted to the action of B-galactosidase from
S. pneumoniae and led to OS2 (Table I), which was incubated
under the same conditions as OS1. The radiolabeled products
were separated by HPAEC in two peaks (Fig. 4b). The first
peak was eluted at 45 min 24 s and corresponded to free
[*°Slsulfate; the second peak was eluted at 56 min 6 s and
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. TaBLE II
Structures of oligosaccharide-alditols IVe-2, IVe-10, IVe-12, and
IVe-19 from human respiratory mucins

Structure
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coeluted with oligosaccharide-alditol IVc-19 from human bron-
chial mucins, which is sulfated on the C-6 of the terminal
GlcNAc residue (Fig. 4b). Thus this sulfotransferase from hu-
man bronchial mucosa is able to transfer a sulfate residue on
the C-6 of a terminal GlcNAc residue contained in mucin car-
bohydrate chains (Scheme 1). ) .

For OS3 (Table I), no radiolabeled peak was observed except
the free [**S]sulfate peak at 45 min 24 s (data not shown).

A pool of sialylated oligosaccharide-alditols from human
bronchial mucins (fraction ITIcl) was also used as substrate
acceptors for the GlcNAc-6-O-sulfotransferase. The structures
of the main components of this fraction have been identified by
Lo-Guidice et al. (25). One oligosaccharide-alditol of this frac-
tion has the same structure as OS1..Coinjection on the Car-
boPac PA-100 column of fraction IVe and the neosynthesized
products obtained from fraction IIlcl showed the presence of
three main labeled peaks. Two peaks correspond to oligosac-
charides having a 3-O-sulfated terminal galactose. One was
eluted at 34 min 30 s and had the same retention time as
oligosaccharide-alditol IVe-2 (Table II). The other one was
eluted at 46 min 36 s and had the same retention time as
oligosaccharide-alditol IVe-10 (Table II). The peak that was
eluted at 45 min 24 s corresponded to free [33S]sulfate (Fig. 5a).

Treatment of fraction ITlcl with B-galactosidase followed by
" incubation with microsomes and [**SJPAPS and fractionation
of the neosynthesized products by HPAEC led to the elution of
three main radiolabeled peaks: the free [2S]sulfate peak at 45
min 24 s, one radiolabeled peak that coeluted with oligosaccha-
ride-alditol IVc-19 (Table II) (retention time: 56 min 6 s), and
another peak that was eluted at 50 min 42 s and could not be
identified (Fig. 5b). ’

Sulfation of Methylglycosides —Three different methylglyco-
sides containing GlcNAc residues were used as sulfate accep-

’
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Fi6. 4. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column
(4 X 250 mm) of a mixture containing 3°S-labeled products en-
zymatically synthesized from OS1 (panel a) or OS2 (panel b) and
sulfated oligosaccharide-alditols (fraction IVc) isolated from
human respiratory mucins. Elution was performed with gradient IT
described under “Experimental Procedures.” Peaks were detected by
pulsed amperometry (dashed line) and by radioactivity (solid line).

tors as described under “Experimental Procedures.” The neo-
synthesized products were analyzed by HPAEC on a CarboPac
PA-100 column using gradient I.

When using GleNAcB1-3Gal-O-Met, two radiolabeled peaks
were found on the elution profile: the free [**Slsulfate peak at
11 min 30 s and another peak that was eluted at 3 min 54 s and
corresponded to the radiolabeled oligosaccharide synthesized
from GlecNAcB1-3Gal-O-Met. This peak coeluted with HO4S-
6GlcNAcB1-3Gal-O-Met, showing that the sulfate group was
transferred on the C-6 of the terminal GlcNAc residue by a

" microsomal sulfotransferase (data not shown). No sulfation

occurred on sLe*-0-Met or on NeuAca2-3Galgl-4GlcNAc-O-
Met. '

These data argued that a sulfotransferase from human bron-
chial mucosa is active on GlcNAcB1-3Gal-O-Met (bearing a
terminal nonreducing GleNAc residue) but not on the two sub-
strates with an internal GleNAc residue.

Competition Experiments

To determine whether the same sulfotransferase was respon-
sible for the 6-O-sulfation of GlcNAcS1-0-Met and OS2 and for
the 8-O-sulfation of OS1, it was necessary to perform competi-
tion experiments.

For this study, we used the oligosaccharide-alditols OS1 and
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ScreME 1. Sulfation of oligosaccharide-alditols OS1 and OS2
by microsomal sulfotransferases from human bronchial mu-
cosa. The mucin carbohydrate chains can be substrates for either a
Gal-3-O-sulfotransferase or for a GlcNAc-6-O-sulfotransferase. The
Gal-3-O-sulfotransferase is active on terminal Gal residues. The
GleNAc-6-O-sulfotransferase is active on terminal GleNAc residues, but
this type of sulfation is inhibited by prior B1-4 galactosylation.

082 at a molar concentration of about 1 mm. GleNAcB1-O-Met
had an important inhibitory effect on the sulfation of OS2 but
no effect on the sulfation of OS1 (Fig. 6). The suifation of OS2
was 50-66% lower when 1-33 mm GleNAcB1-O-Met was added
in the incubation mixture. These data proved that the same
enzyme was responsible for the 6-O-sulfation of GleNAcg1-O-
Met and OS2, The 3-O-sulfation of OS1 was not affected by the
presence of GlcNAcp1-O-Met. These results prove that the
GleNAc-6-O-sulfotransferase characterized in the present work
is different from the Gal-3-O-sulfotransferase described by Lo-
Guidice et ol. (26). This GlcNAc-6-O-sulfotransferase has more
affinity for carbohydrate chains with a terminal GleNAc resi-
due than for GlcNAcp1-O-Met since oligosaccharide sulfation is
not inhibited completely by high concentrations of GlcNAcﬁl-
O-Met.
For the 6-O-sulfation of GleNAcBl1-3Gal-O-Met, we had a
“standard that was a gift from K. L. Matta. Using this standard,
we could show that sulfation of GleNAcg1-3Gal-O-Met oc-
curted on the C-6 of the terminal GleNAc residue, resulting
from the action of a GleNAc-6-O-sulfotransferase, GleNAcp1-
O-Met also inhibited the 6-O-sulfation of this component (data
not shown), suggesting that the same enzyme was responsible
for the sulfation of GlcNAcBl-O-Met and GlcNAcB1-3Gal-O-
Met.

Galactosylation of H038-6GlcNAcB1-O-Met and IVc-19 by
Human Microsomal Galactosyltransferase

As HO,S-6GlcNAc may be a component of a sulfated N-
acetyllactosamine wunit, it was interesting to determine
whether this sulfated sugar could be an acceptor for a micro-
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F1c. 5. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column
(4 x 250 mm) of a mixture containing %°S-labeled products en-
zymatically synthesized from fraction IIlcl (panel a), fraction
IIIcl treated with S. pneumoniae p-galactosidase (panel b), and
sulfated oligosaccharide-alditols (fraction IVe) from human res-
piratory mucins, Elution was performed using gradient II described
under “Experimental Procedures.” Peaks were detected by pulsed am-
perometry (dashed line) and by radioactivity (solid line).

somal galactosyltransferase. When GleNAcB1-0O-Met was incu-
bated first with [35S]PAPS and microsomal preparation and
then with UDP-Gal, the neosynthesized products analyzed by
HPAEC in conditions described under “Experimental Proce-
dures” using gradient I showed three main radiolabeled peaks
(Fig. 7a). One was eluted at 9 min 30 s and corresponded to
35S-labeled HO,S-6GIcNAcB1-O-Met. The free [5°Slsulfate
peak was eluted at 11 min 30 s. The third peak was eluted at 4
min 36 s and probably resulted from the action of a galactosyl-
transferase on HO3S-6GlcNAcB1-O-Met.

To identify this product, we synthesized radiolabeled GalB1-
4(HO;S-6)GlcNAcB1-0-Met by incubating HO¢S-6GlcNAcB1-
O-Met (synthesized according to Van Kuik et al. (30)) with
UDP-[6-2H]Gal in conditions described under “Experimental
Procedures.” The neosynthesized products were studied by
HPAEC using gradient I (Fig. 76). Two radiolabeled peaks were
obtained. One peak was eluted at 3 min 18 s and was also
present when the incubation mixture did not contain HO4S-
6GlcNAcp1-O-Met. It corresponded to UDP-[6-°H]Gal. The
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.
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Fic. 6. Competition for sulfation between GlcNAcpl-O-Met
and oligosaccharide-alditols OS1 or OS2, The molar concentration
of OS1 or OS2 used in the competition experiments was roughly esti-
mated as 1 mM. These results show the residual sulfotransferase activ-
ity on oligosaccharide-alditols OS1 (@) or OS2 (O). The composition of
the incubation mixture was the same as described under standard
assay conditions, except that different concentrations of GleNAcB1-O-
Met (1-33 mM) were used.
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F1c. 7. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column
(4 x 250 mm) of (panel a) labeled products synthesized from
GlcNAep1-0-Met, [F°S]PAPS, and UDP-Gal by microsomal sulfo-
transferase and galactesyltransferase and of (panel b) *H-la-
beled products synthesized from HO,S-6GlcNAcg1-O-Met and
UDP-[6-°H]Gal by 14 galactosyltransferase from bovine milk.
Elution was performed with gradient I described under “Experimental
Procedures.” Peaks were detected by radioactivity.

other peak was eluted at 4 min 36 s and corresponded to
GalB1-4(HO,S-6)GlcNAcB1-0O-Met synthesized by the action
of Bl-4 galactosyltransferase from bovine milk on HO,S-
6GlcNAcB1-0O-Met. These results prove that a galactosyltrans-
ferase from human bronchial mucosa can transfer galactose
from UDP-Gal on HO3S-6GlcNAcB1-O-Met in a manner simi-
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Fic. 8. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column
(4 X 250 mm) of a mixture containing 3°S-labeled products en-
zymatically synthesized from OS2 and sulfated oligosaccharide-
alditols from human bronchial mucins (fraction IVc). Elution was
performed with gradient IT described under “Experimental Procedures.”
Peaks were detected by pulsed amperometry (dashed line) and by
radioactivity (solid line).

lar to the B1-4 galactosyltransferase from bovine milk.

These two galactosyltransferases were also active in a simi-
lar manner on GleNAcB1-O-Met (data not shown).

We also incubated OS2 (Table I) with [**S]PAPS and micro-
somal preparation and then with UDP-Gal as explained under
“Experimental Procedures” and analyzed the neosynthesized
products by HPAEC using gradient II. Two main radiolabeled
peaks were obtained. The first one was eluted at 45 min 24 s
and corresponded to free [*®Slsulfate. The other peak was
eluted at 49 min 30 s and coeluted with oligosaccharide TVe-12
(Table II) when the radiolabeled products were injected simul-
taneously with fraction IVc (Fig. 8). This indicates that a mi-
crosomal bronchial B1-4 galactosyltransferase is active on a
terminal HO,S-6GlcNAc residue from human mucin carbohy-
drate chains. No other neosynthesized peak but IVe-12 ap-
peared on the elution profile, indicating that this oligosaccha-
ride-alditol IVe-12 has not been 3-O-sulfated further on the
terminal Gal residue.

The action of the Bl-4 galactosyltransferase from human
bronchial mucosa was compared on the substrates GleNAcg1-
O-Met/HO;S-6GlcNAc-O-Met and 0S2/1Ve-19 (Table III) to
check the influence of the 6-O-sulfation of GleNAc on its further
galactosylation. These four substrates, having a terminal non-
reducing GleNAc residue, 6-O-sulfated or not, were galactosy-
lated. The activity of the galactosyltransferase was slightly
lower when the terminal GlcNAc residue was 6-O-sulfated.

DISCUSSION

In a previous work, we have developed a performant protocol
of purification of acidic carbohydrate chains from CF and
non-CF mucins, based mainly on HPAEC, which has proved to
be a suitable and reliable method to separate and to identify
sulfated oligosacéharides (25). These data have shown that
sulfation may occur either on the C-3 of a terminal galactose
part of an N-acetyllactosamine chain or on the C-6 of an N-
acetylglucosamine residue (25, 35). Therefore sulfation of hu-
man respiratory mucins involves at least two sulfotransferases.
Recently, Lo-Guidice et al. (26) have characterized a galactose
3-O-sulfotransferase from human airways. We report here the
characterization of a second sulfotransferase activity from hu-
man respiratory mucosa, responsible for the transfer of a sul-
fate group from PAPS to the C-6 of an N-acetylglucosamine
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TasLE III )
" Activity of Bl-4 galactosyliransferase from human bronchial mucosa
toward GleNAcB1-O-Met/ HO3S-6GicNAcB1-O-Met and 0S2/IVe-19

Assays conditions were as described in “Experimental Procedures.”
B1-4 Galactosyltransferase

Acceptor substrate activity
. pmol/mg protein/min -
GlcNAcB1-0O-Met 7.23
HO,S-6GlcNAcB1-0-Met 6.28
GlcNAc(B1-6) 6.97
GalNAc-ol
-
Gal(p1-3)
/
NeuAc(a2-3) (082)
HO,S 5.51
N
8GlcNAc(B1-6)
N
GalNAc-ol
7
Gal(B1-3)
/ )
NeuAc(a2-3) (IVe-19)
residue.

The activity and the properties of this sulfotransferase were
determined as described by Lo-Guidice et al. (26). The chemical
synthesis of a standard of 6-O-sulfated methyl-g-N-acetylglu-

cosaminide (30) allowed us to demonstrate that the bronchial

microsomal preparation contained a sulfotransferase capable
of transferring a sulfate group from PAPS to the C-6 of a
terminal GleNAc residue. .

The presence of free [35Slsulfate in the reaction mixture was
also observed in the previous work on the galactose 3-O-sulfo-
transferase (26) and in several other tissue extracts (36-38).
The addition of NaF and AMP in sulfotransferase assays pro-
tects the PAPS from degradation, allowing an increase in the
sulfotransferase activity (26, 39). The GlcNAc-6-O-sulfotrans-
ferase is stimulated significantly by Mg?* and .more particu-
larly by Mn?*

Using methyl-[S-N-acetylglucosammde as an acceptor, the
optimal activity of the GlcNAc-6-O-sulfotransferase was ob-
tained with 0.1% Triton X-100, 30 mm NaF, 20 mm Mn**, 5 mm
AMP in a 30 mmM MOPS/NaOH buffer at pH 6.7. The main
difference in the enzymatic properties of the Gal-3-O- and
GlcNAc-6-O-sulfotransferase is their optimum pH.

Most of the sulfated or sialylated and sulfated oligosaccha-
ride-alditols described previously have a core type 2. In 12
oligosaccharides 6-O-sulfation occurred on the GleNAc part of
this core, and in 2 cases, 6-O-sulfation occurred on a GlecNAc
residue B1-3 linked to the Gal part of core 1 (in 6 oligosaccha-
ride-alditols, sulfation occurs on the C-3 of a terminal Gal
residue contained in N-acetyllactosamine chains) (25). There-
fore, in a first step, we tested the activity of the GlcNAc-6-O-
sulfotransferase on two oligosaccharide-alditols, OS1 and
082 (see Table I). After incubation of these oligosaccharide-
alditols with the microsomal preparation’(which contains
_ both activities Gal-3-0- and GlcNAc-6-O-sulfotransferase) and
. [®SSIPAPS, two sulfated products were obtained: OS1 sulfated
on the C-3 of the terminal galactose, corresponding to IVe-10
(see Table II and ref. 25), and OS2 sulfated on the C-6 of the
terminal GleNAc residue corresponding to IVe-19. No sulfation
occurred on the C-6 of the internal GlcNAc of 0S1, leading to
oligosaccharide-alditol IVe-12 present in human respiratory
mucins. No sulfation occurred either on OS3 corresponding to
core 3 of mucins. It should be stressed that in carbohydrate
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chains of human respiratory mucins, no sulfation on GlcNAc
residues B1-3 linked to N-acetylgalactosaminitol has been ob-
served so far (25, 35).

Incubation of a pool of sialylated oligosaccharide- aldltols
IIIcl from human respiratory mucins (25) with the microsomal
preparation led to the sulfation of two oligosaccharide-alditols
on the C-3 of galactose. Prior degalactosylation of Illcl with
B-galactosidase is very limited due to sialylation of most Gal
residues but allowed to obtain at least one oligosaccharide-
alditol with a terminal nonreducing GlcNAc that could be 6-O-
sulfated to generate IVc-19.

Four substrates having nonreducing terminal GleNAe, 6-O-
sulfated or not, could be galactosylated by the B1-4 galactosyl-
transferase from human bronchial mucosa. This enzyme prob-
ably recognizes terminal GlcNAc, 6-O-sulfated or not, and the
influence of the sulfate group on the activity of the galactosyl-
transferase is only moderate (Table III). As a matter of fact,
terminal N-acetyllactosamine units from human respiratory
mucins may be nonsulfated on the GlcNAc residue (25). Alto-
gether, these results suggest that in the biosynthesis of N-
acetyllactosamine chains containing 6-O-sulfated GlcNAc, the
sulfation of GlcNAc has to precede galactosylation and that
the N-acetyllactosamine chains cannot be acceptors for this
GlcNAc-6-O-sulfotransferase. These results are in good agree-
ment with those observed for a 6-O-sulfotransferase from rat
liver active on GleNAc residues 81-6 linked to mannose (40).
It is likely that, in vivo, there is a competition between the
GlcNAc-6-O-sulfotransferase and the Bl-=4 galactosyltrans-
ferase, acting both on the same GlcNAc residue, and that once
the Gal residue is linked to the GlcNAc, the GlcNAc-6-O-sulfo-
transferase is inactive.

Only two human sulfotransferases active on mucins have
been characterized so far: a Gal-3-O-sulfotransferase (26) and a
GlcNAc-6-O-sulfotransferase, described here, both localized in
respiratory mucosa. Other Gal-3-0O- (39, 41) as well as GlcNAc-
6-O-sulfotransferases (42-44) acting on animal mucin carbo-
hydrate chains have also been described previously.

One of the best endothelial associated ligands for L-selectin
is GlyCAM-1, a mucin-like glycoprotein (45) whose smallest
O-glycans have a core 2 and a upper chain consisting of 6-O-
sulfated derivatives of sLe* either on the GleNAc or on the Gal
residues of the GalB1-4GlcNAc chain (46). In the biosynthesis
of GlyCAM-1, Crommie and Rosen (47) have observed that
sialylation precedes both fucosylation and sulfation during bio-
synthesis. However, the temporal relationship between sulfa-
tion and fucosylation is still controversial (48, 49). In our case,
no sulfation occurred using sLe*-O-Met or o2-3-sialyl-IV-
acetyllactosamine as acceptor for the respiratory GleNAc-6-O-
sulfotransferase.

Because two oligosaccharide-alditols from human respira-
tory mucins were 6-O-sulfated on a GleNAc B1-3 linked to a
Gal residue, we looked at the activity of this GlcNAc-6-O-
sulfotransferase on GleNAcB1-3Gal-O-Met. The neosynthe-
sized product coeluted exactly with the corresponding 6-O-
sulfated standard. i

In conclusion, we have characterized a GlcNAc-sulfotrans-
ferase in human respiratory mucosa which transfers sulfate to
the C-6 position of terminal GlcNAc residues of carbohydrate
chains from human respiratory mucins and which can be sub-
stituted further by a galactose residue to produce GalBl-
4(HO3S-6)GIcNAc. This enzyme is inactive on N-acetyllac-
tosamine chains, suggesting that 6-O-sulfation of GlcNAc has
to precede galactosylation during mucin-type oligosaccharide
biosynthesis. The same results have been observed for a Gle-
NAc-6-O-sulfotransferase from rat liver acting on GleNAcp1-
6Man sequences (40). Structural determinations of oligosac-
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charide-alditols isolated from CF and non-CF mucins have
shown that CF mucins were predominantly 6-O-sulfated on
GlcNAe, whereas non-CF mucins may be more 3-O-sulfated on
Gal (25, 35). Enzymatic properties and K,, of the two sulfo-
transferases responsible for sulfation of respiratory mucins are
rather similar except for their optimum pH. The GlcNAc-6-0-
sulfotransferase described here has an optimal pH (6.7) higher
than that of the Gal-3-O-sulfotransferase described previously
(6.1) (26). This observation is interesting within the context of
CF since some reports have suggested that mutations of CFTR
(especially AF508) could be responsible for defective acidifica-
tion of the trans-Golgi/trans-Golgi network pH (whose normal
pH is 6.0) leading to modifications in the sulfation and glyco-
sylation processes and notably to hyperactivity of some sulfo-
transferases (13, 14). Altogether these results suggest that the
GlcNAc-6-O-sulfotransferase described here might be respon-
sible for the predominance of 6-O-sulfation in CF respiratory
mucins (25) and for oversulfation of CF mucins, which has been
recently shown to be a primary defect (21).
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Résultats - Discussion

La GlcNAc-6-O-sulfotransférase de muqueuse bronchique humaine que nous avons
caractérisée est active sur les résidus de GIcNAc en position terminale non réductrice, mais
elle est inactive sur les résidus de GIcNAc internes, par exemple sur le disaccharide
Gal(B1-4)%}lcNAc. Par contre, ce disaccharide est un bon substrat pour la Gal-3-O-
sulfotransférase de muqueuse bronchique humaine, conduisant 3 la synthése d’un déterminant
HO;S-3Gal(B1-4)GIcNAc. De plus, P’activité pl-4-galactosyltransférasique de muqueuse
bronchique humaine est active sur les résidus HO3S-6GIcNAc terminaux, ce qui signifie que
la GlcNAc-6-O-sulfotransférase doit agir avant la B1-4-galactosyltransférase durant la

biosynthése des chaines glycanniques de mucines bronchiques humaines.

Les conditions optimales d’activité de la GlcNAc-6-O-sulfotransférase de muqueuse
bronchique humaine ont été déterminées dans un tampon Mops/NaOH 30 mM, pH 6,7,
contenant 30 mM de NaF, 20 mM de Mn*", 5 mM d’AMP et 0,1 % de Triton X-100. Elles
sont proches de celles de la Gal-3-O-sulfotransférase, excepté le pH optimal qui est plus
basique pour la GlcNAc-6-O-sulfotransférase (6,7 contre 6,1 pour la Gal-3-O-
sulfotransférase). Les expériences de compétition nous ont permis de vérifier que ces deux
enzymes étaient bien distincts. En tenant compte de la prépondérance de la 6-O-sulfatation
dans les mucines bronchiques CF [Lo-Guidice ef al., 1994] et de 1’augmentation de pH
observée par Barasch et al. [1991, 1993] au niveau du trans-Golgi et du réseau transgolgien
des cellules de sujets CF, ces résultats pourraient permettre d’expliquer 1’augmentation de
’activité de la GlcNAc-6-O-sulfotransférase et I’hypersulfatation des mucines bronchiques de

patients CF.

Ce travail est la premiére description d’une activité GlcNAc-6-O-sulfotransférasique
de muqueuse bronchique humaine agissant sur les chaines glycanniques de mucines. Cet
enzyme est susceptible de participer a la biosynthése d’épitopes glycanniques sulfatés en C6
sur les résidus de GlcNAc, comme par exemple le 6-sulfo sialyl Le*. Ce déterminant
glycannique semble &tre fortement exprimé dans les mucines bronchiques de patients CF ; il
est également le meilleur ligand de la L-sélectine. Nous nous sommes donc intéressée, dans la
suite de notre travail, 3 la biosynthése des déterminants glycanniques sulfatés et/ou siélylés

dérivés de 1’ épitope Le* par les transférases de muqueuse bronchique humaine.
( P , q q

\
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II. Etude de la séquence de biosynthése des dérivés sulfatés
~ et/ou sialylés du déterminant Le* par les transférases de

la muqueuse bronchique humaine

Les chaines glycanniques de mucines bronchique humaines peuvent contenir le
déterminant Le", mais aussi ses dérivés sialylés et/ou sulfatés, sialyl Le*, 3-sulfo Le* (sulfaté
en C3 sur le résidu de Gal terminal), 6-sulfo Le* (sulfaté en C6 sur le résidu de GIcNAc
interne), et 6-sulfo sialyl Le*. Les résultats contradictoires décrits dans la littérature nous ont
amenée 2 étudier la séquence d’action des fucosyl-, sialyl-, galactosyl- et sulfotransférases de
muqueuse bronchique humaine intervenant dans cette biosynthése. Des fractions
microsomales ont €té préparées a partir de fragments de muqueuse bronchique humaine
macroscopiquement saine, prélevés lors de lobectomies ou de pneumectomies réalisées chez
des patients atteints de cancers bronchiques, de 1a méme maniére que pour 1I’étude de P’activité
GlcNAc-6-0O-sulfotransférasique. )

La spécificité de substrat (et donc la séquence d’action) des activités al-3-fucosyl-,
o2-3-sialyl-, B1-4-galactosyl- et GIcNAc-6-O-sulfotransférasiques de muqueuse bronchique
humaine a été étudiée en procédant a I’incubation des fractions microsomales avec divers
intermédiaires de biosynthése des dérivés sulfatés et/ou sialylés du Le* et des nucléotides-
sucres marqués (['*CJCMP-NeuAc, [*H]GDP-Fuc, [’HJUDP-Gal, [*S]JPAPS). Les produits
marqués néosynthétisés ont été identifiés par la technique d’HPAEC-PAD couplée a une

détection de la radioactivité.

Nos résultats ont fait I’objet d’un article intitulé : «Sequential biosynthesis of
sulfated and/or sialylated Lewis x determinants by transferases of human bronchial
mucosa. (1999) Glycobiology, 9, 1199-1211» .
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The structural determination of sulfated carbohydrate
chains from a cystic fibrosis patient respiratory mucins has

shown that sulfation may occur either on the C-3 of the ter-
minal Gal, or on the C-6 of the GlcNAc residue of a termi- .
nal N-acetyllactosamine unit. The two enzymes responsible
for the transfer of sulfate from PAPS to the C-3 of Gal or to

the C-6 of GlcNAc residues have been characterized in
human respiratory mucosa. These two enzymes, in con-
junction with fucosyl- and sialyltransferases, allow the syn-
thesis of different sulfated epitopes such as 3-sulfo Lewis x
‘with a 3-O-sulfated Gal), 6-sulfo Lewis x and 6-sulfo-sialyl
Lewis x (with a 6-O-sulfated GlcNAc). In the present study,
the sequential biosynthesis of these epitopes has been inves-
igated using microsomal fractions from human respira-
fory mucosa incubated with radiolabeled nucleotide-sugars
or PAPS, and oligesaccharide acceptors, mostly prepared
rom human respiratory mucins. The structures of the
radiolabeled products have been determined by their coe-
ution in HPAEC with known oligosaccharidic standards.
[n the biosynthesis of 6-O-sulfated carbohydrate chains by
‘he human respiratory mucosa, the 6-O-sulfation of a ter-
minal nonreducing GleNAc residue precedes f1-4-galacto-
sylation, o2-3-sialylation (to generate 6-sulfo-sialyl-V-
icetyllactosamine), and ol-3-fucosylation (to generate the
3-sulfo-sialyl Lewis x determinant). The 3-O-sulfation of a
.erminal N-acetyllactosamine may occur if this carbohy-
Irate unit-is not substituted. Once an N-acetyllactosamine
mit is synthesized, al-3-fucosylation of the GlcNAc resi-
lue to generate a Lewis x structure blocks any further sub-
ititution. Therefore, the present study defines the pathways
‘or the biosynthesis of Lewis x, sialyl Lewis x, sulfo Lewis x,
nd 6-sulfo-sialyl Lewis x determinants in the human bron-
:hial mucosa. g

ey words: biosynthesis/bronchial mucins/cystic ﬁbros1s/6—
.ulfo-smlyl Lewis x/transferases
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Introduction

Human respiratory mucins consist of a broad family of high
molecular weight and polydisperse O-glycosylproteins synthe-
sized by specialized cells from the bronchial mucosa. Their
peptide diversity stems from the expression of several genes
(MUC2, 4,5AC, 5B, 7, and 8) (Bobek et al., 1993; Jeffery and
Li, 1997; Shankar et al., 1997; Desseyn et al., 1998) but the
mucin heterogeneity is essentially due to post-translational
phenomena, mostly O-glycosylation but also sulfation
(Roussel and Lamblin, 1996). These phenomena lead to a
remarkable diversity of carbohydrate chains, which allows the
binding of inhaled microorganisms. These pathogens are then
eliminated by the activity of the mucociliary system (Roussel
and Lamblin, 1996).

Mucins are the most important compounds of the mucus
layer: They are responsible for its rheological propertles
Changes in the carbohydrate sequences of respiratory mucins
could modify the mucus properties, leading to a nonefficient
mucociliary clearance and to bacterial colonization and infec-
tion, as observed in cystic fibrosis (CF) and chronic bronchitis.

Cystic fibrosis is the most frequent autosomal recessive dis-
ease among Caucasians and is characterized in its most typical
form by mucus hypersecretion and severe chronic lung infec-
tion by Pseudomonas aeruginosa. This disease is due to muta-
tions in the cystic fibrosis transmerhbrane conductance
regulator (CFTR), an apical membrane«‘ chloride channel
(Riordan, 1993) that affects several other eplthehal channels or
transporters. AF508 is the most frequent mutation in CF
patients and prevents CFIR from exiting the endoplasmic
reticulum (Pind et al., 1994). It has been known for many
years that there were abnormalities in glycosylation and sulfa-
tion of various glycoconjugates in CF. Several studies have
shown that respiratory and salivary mucins secreted by CF
patients as well as mucins synthesized by CF nasal epithelial
cells were oversulfated (Roussel et al., 1975; Lamplin et al.,
1977; Boat et al., 1977; Cheng et al., 1989; Camoy et al,
1993). More recently, Zhang et al. (1995), using a\model of
human xenograft which eliminates the influence of infection
and inflammation, have suggested that the increased sulfate
content of CF mucins might be a primary defect. These abnor-
malities may be related to a defective acidification of the trans-
Golgi/trans-Golgi network in CF cells, due to mislocation of .
mutated CFTR, and leading to modifications in the sulfation
and glycosylation processes (Barasch et al., 1991; Barasch
and Al-Awqati 1993; Dosanjh et al., 1994). However, Pasyk "
and Foskett (1997) have recently suggested that CFTR could ™
modulate the amount of adenosine 3'-phosphate 5'-phosphosul-
fate (PAPS) in the Golgi apparatus and that mutated CFIR
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Table L. GlcNAc-6-O-sulfotransferase assays with human bronchial microsomes

Substrate for GIlcNACc-6-O-sulfated GlcNAc—6—O—sulfotransferasé
GlcNAc-6-O-sulfation standard relative activity (%)a
~ GlcNAcB1-O-Met* HO;3S-6GIcNACB1-O-Met 100
Fuc{al-3)GIcNAcB1-O-Met “No standard 0
Gal(p1-4)[Fucal-3]GIcNAC No standard 0
NeuAc{x2-3)Gal(g1-4)GIcNAc No standard 0
NeuAc({o2-3)Gal(p1-4) [Fucal-3]GIcNAc -No standard 0
' HO3S
: \ .
Gal(Bl—4)GlcNAc(B.1-6< Gal(B1-4)6GIcNAC(B1-6) 0
OS1 . /GalNAc-ol IVc-12 \GalNAc—oI
/
NeuAc(«2-3)Gal(B1-3) NeuAc(a2-3)Gal(Bl-3)
HO3S
\
GIcNAc(B1-6) 6GIcNAc(B1- 6)
\ IVc-19 27
0s2 /GalNAc-ol GalNAc-ol
/
NeuAc(a2-3)Gal(B1-3) NeuAc(a2-3)Gal(B1-3)

*Relative rates for each are expressed as a percentage of the incorporation with GlcNAcB1-0-Met (17.27 ﬁmol/mg of protein/min).

could be responsible for the accumulation of PAPS in the
Golgi and for mucin hypersulfation.

In addition to oversulfation, recent studies on salivary and
bronchial mucins from CF patients have shown an increased
content of sialic acid (Barasch et al., 1991; Barasch and Al-
Awqati, 1993; Camoy et al., 1993; Dosanjh et al., 1994;
Zhang et al., 1995; Pasyk and Foskett, 1997; Davril et al.,
1999), and in the case of CF bronchial mucins, of sialyl Lewis x
(sLe*) determinants that might be related to the strong inflamma-
tory response observed in this disease (Davril et al., 1999).

Such posttranslational modifications may lead to abnormal
carbohydrate chains in respiratory mucins specifically recog-
nized by Staphylococcus aureus ot Pseudomonas aeruginosa
that usually coloriize the CF lung and are responsible for most
of the morbidity and mortality of the disease (Hpiby, 1988).

The structural determination of mucin carbohydrate chains
from CF patients has shown the presence of various complex
structures such as the sialyl Lewis x (sLe*), the 3-sulfo Lewis x
(3-sulfo Le®), and the 6-sulfo-sialyl Lewis x (6-sulfo-sLeX)
determinants (Lo-Guidice et al., 1994). The role of such deter-
minants in the colonization of the CF airways by Pseudomonas
aeruginosa has not yet been established. Moreover, the biosyn-
thesis of these determinants remains controversial (Scudder et
al., 1994; Crommie and Rosen, 1995).

In order to ultimately study the respective roles of CFTR
abnormality and lung inflammation on the expression of the
sialylated and/or sulfated determinants of CF mucins, we have
analyzed the biosynthesis of these different Le* derivatives by
microsomal fractions from human respiratory mucosa. The
synthesized products were characterized by high performance

anion exchange chromatography with pulsed amperometric -

(HPAEC-PAD) and radioactivity detection. The present work
gives new information about the specificity of the various fuc-
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osyl-, sialyl-, and sulfotransferases involved in thé biosynthe-
sis of complex Le* structures.

Results

6-O-sulfation of carbohydrate acceptors having a terminal
nonreducing GlcNAc residue

As reported previously (Degroote &t al., 1997), the GlcNAc-6-
O-sulfotransferase from human respiratory mucosa is able to
catalyze the transfer of a sulfate group onto the C-6 of
GIcNAcB1-0-Met (which leads to HO,S- -6GIcNAcB1-0O-Met)
and on the C-6 of the terminal GicNAc residue of OS2 (which
lea,ds to ohgosacchande -alditol Wc-19) (Table I). This

Gal residue linked ﬁ1—4 to this GlcNAc (Degroote et al.,
1997). Thus, when OS1 (with a terminal Gal residue on the
upper branch) was incubated with [**SJPAPS and bronchial
microsomal fractions (which contained both GlcNAc-6-O- and
Gal-3-O-sulfotransferase activities), the radiolabeled product
which was obtained coeluted with oligosaccharide-alditol [Vc-
10-(Table IT) which corresponded to OS1 with a sulfate group
on the C-3 of the terminal Gal residue but, there was no peak
corresponding to oligosaccharide-alditol. IVc-12 indicating
that there was no direct su]fanon of the GlcNAc residue of OS1
(Table I, Scheme 1).

Other substrates were assayed for 6-O-sulfation. No sulfa-
tion could be obtained with. Fuc(ol-3)GlcNAcB1-Q-Met,
NeuAc(02-3)Gal(B1-4)GlcNAc, Gal(ﬁ1—4)[Fuca1—3]Glc-
NAc, NeuAc(02-3)Gal(B1-4)[Fucal-3]GlcNAc, indicating
that once the GlcNAc residue is substituted (by a Gal or a Fuc
residue), GlcNAc-6-O-sulfation cannot occur anymore. The
only peak which was observed on the HPAEC elution profile



Biosynthesis of sialylated and/or sulfated determinants in bronchial mucosa

Table 1. Gal-3-O-sulfotransferase assays with human bronchial microsomes

Substrate fqr Gal-3-O-sulfated Gal-3-O-sulfotransferase
Gal-3-O-sulfation standard relative activity (%)a
. ;GalBl—O—Met* : HO;3S-3-Gal-O-Met 100
Gal(p1-4)[Fucal-3]GIcNAc-O-Met | HO;8-3-Gal(B1-4)[Fucal-3]GIcNAc-O-Met 0
Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl—6\) 3Gal(p1-4)GIcNAc(p1-6)
: / \ 89
0OSs1 GalNAc-ol | HO3S GalNAc-ol
, ) / . IVc-10 /
NeuAc(e2-3)Gal(p1-3) NeuAc(a2-3)Gal(p1-3)
Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-6\) :Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6)
-/ / / N\
Fuc(al-3) /GalNAc—ol HO3S Fuc(al-3) GalNAc-ol 0
' . /
NeuAc(x2-3)Gal(B1-3) IVc-2 NeuAc(e2-3)Gal(Bl-3)
(fraction IIc)

aRelative rates for each acceptor are expressed as a percentage of the incorporation with Gal31-0-Met (18.44 pmol/mg of protein/min).

GlcNAc p1- —— GlcNAc p1-

@

HO 48
6
3G,alB1.-4 GicNAc B1- <f— Galp1-4 GicNAc B1-- Gal B1-4 GIicNAc  B1-
HO 5%’ $ QYA
DIREN
.Gal B1- 4 ?ICNAC B'I- Gal B1'4§;ICNAC B1- Gal B1_4 GicNAc 131_
3 . 3
HO 38’ Fucal’ Fuc a1’ Fuc a1’
4 - HO g8
' 6
fa' f1-4 GlcNAc p1- Gal p1-4 GlcNAc B1-
. 3
NeuAc a2’ NeuAca2 |
HO 38,
[ p

Gal $1-4 GicNAc p1- . i
3 P 3 P : G_alﬁ1-46qu‘Ac B1-

NeuAc 0.2/ Fucol” 3 3
* NeuAc a2” Fuc at’

Scheme 1. Sequential biosynthesis of sulfated and/or sialylated Lewis x determinants in human respiratory mucosa, The enzymes involved in this biosynthesis are:
35T, Gal-3-0O-sulfotransferase; 65T, GlcNAc-6-0-sulfotransferase; 4GT, B1—-4-galactosyltransferase; ST3, «2-3-sialyltransferase and FT, o1-3-fucosyltransferase

from human respiratory mucosa.
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Fig. 1, HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column (4 x 250 mm) of 2
mixture containing [*H]-labeled products enzymatically synthesized from
[PH]GDP-Fuc and Gal(B1—4)GlcNAc (a) or NeuAc(02-3)Gal(B1-4)GlcNAc
(b), and unlabeled ot1-3-fucosylated standards: Gal(§1-4)[Fucal—-3]GlcNAc
and NeuAc{e2-3)Gal(§1-4)[Fucal-3]GIcNAc, respectively. Elution was
performed with gradient Il described under Materials and methods. Peaks were
detected by pulsed amperometry (dashed line) and by radxoactmty (solid line).

was the free [*3S]sulfate peak, at 11 min 30 s using gradient I
. or at 45 min 24 s when gradient Il was used. The activity of
the GlcNAc-6-O-sulfotransferase on the different substrates
which were tested is described in Table I.

These data indicate that, in mucin-type oligosaccharide bio-
synthesis, the GlcNAc-6-0-sulfotransferase must act on a non-
substituted terminal GlcNAc residue.

3-O-Sulfation of carbohydrate accepiors having a terminal A
nonreducing Gal residue

As already mentioned, Galf1-O-Met and oligosaccharide-ald-
itol OS1 with a terminal N-acetyllactosamine unit were sul-

1202

e

Oci-17
!
- 0.5
~ 04
el-26 ,-'
il €
i o3 §
’
| g
i g
!ofo2
i ! 2
[ ; ! @
!
_________ ¢ Lo
iz oy ’ LWL P cnanariiats o ai, [
10 2 30 2 50 LY

Fig. 2. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column (4 x 250 mm) of
a mixture containing [*H]-labeled products enzymatically synthesized from
[*H]GDP-Fuc, and oligosaccharide-alditol Illc1-26, and unlabeled o1-3-
fucosylated standard oligosaccharide-alditol Illc1-17. Elution was performed
with gradient II described under Materials and methods. Peaks were detected
by pulsed amperometry (dashed line) and by radioactivity (solid line).

fated by the Gal-3-O-sulfotransferase characterized by Lo-
Guidice et al. (1995). However, this enzyme was not active on
terminal Le* structures: when microsomal fractions were incu-
bated | with Gal(Bl-4)[Fucal-3]GlcNAc-O-Met and
[**SIPAPS, no Gal-3-0O-sulfation could be observed (Table II).
Fraction Ilc (which contains in particular an oligosaccharide-
alditol with a core type 2, a Le* determinant on the upper
branch and a NeuAc(¢2-3)Gal unit:on the lower branch) was
also used as acceptor. No radiolabeled peak coeluted with IVc-
2, which means that the bronchial Gal-3-O-sulfotransferase is
not active on a Le* determinant (Table II). The activity of the
Gal-3-O-sulfotransferase on the different substrates which
were tested is described in Table II.

Fucosylation of different carbohydrate determinants by the oll-
3-fucosyltransferase activity of the human bronchial mucosa

GlcNAcB1-0-Met and HO,S-6GIcNAcB1-O-Met were first
used to test the ot1-3-fucosyltransferase activity of the bron-
chial microsomal fractions. (Table III). No radiolabeled peak
could be observed on the HPAEC elution profile, indicating
that the transfer of a Fuc residue from GDP-Fuc on the C-3 of
a terminal GlcNAc (6-0-sulfated or not) was not possible. No
peak corresponding to radiolabeled [*H]GDP-Fuc appeared on
the elution profile; this compound was eluted with higher con-
centrations of sodium acetate, Similarly, no fucosylation of the
oligosaccharide-alditols OS2 (with a terminal GlcNAc resi-
due) and IVc-19 (with a terminal HO,S- 6GlcNAc remdue) ‘
could be obtained (Table IH). -

When Gal(B1-4)GIcNAc was incubated with bronch1a1
microsomal fractions and radiolabeled [H]GDP-Fuc, the
HPAEC elution profile showed a characteristic radiolabeled
peak at 13 min 48 s (Figure 1a). In order to find out the position



Table ITI. 0:1-3-fucosyltransferase assays with human bronchial microsomes

Biosynthesis of sialylated and/or sulfated determinants in bronchial mucosa

Substrate for - al-3-fucosylated al-3-fucos
-3~ yltransfer
ol-3-fucosylation standard relative activity (%;1: )
.. __GIcNAcp1-O-Met Fuc(al-3)GIcNAcB1-O-Met 0
HO3S-6GIcNAcB1-O-Met "~ No standard 0
Gal(B1-4)GIcNAc* Gal(p1-4)[Fucal-3]GicNAc 100
NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)GIcNAc NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)[Fucal-3]GlcNAc 172
GIcNAc(p1-6) :
. AN No standard 0
082 GalNAc-ol :
| o/
NeuAc(a2-3)Ga1(Bl-3)
NeuAc(a2-3)Ga1({51-4)GIcNAc(Bl-6\) NeuAc(«2-3)Gal(p1-4)GlcNAc(p1-6)
: / \
IMc1-26 GalNAc-ol| Illc1-17 Fuc(al-3) GalNAc-ol 248
/ /
NeuAc(a2-3)Gal(p1-3) NeuAc(02-3)Gal(1-3)
3Gal(B1-4)GlcNAc(31-6) 3Gal(B1-4)GIcNAc(p1-6)
. / \ / / A\ 54
HO,S GalNAc-0l HO3;S Fuc(al-3) GalNAc-ol
IVe-10 / ; /
NeuAc(a2-3)Gal(p1-3) IVe-2 NeuAc(a2-3)Gal(1-3)
HO3S HO,S
Gal(p1-4)6GIcNAc(p1-6) Gal(B1-4)6GIcNAc(B1-6)
\ / \ 237
IVc-12 GalNAc-ol Fuc(al1-3) ‘ GalNAc-ol
/ IVe-s
NeuAc(a2-3)Gal(B1-3) NeuAc(a2-3)Gal(pl- 3)
HO3S \'\
\ No standard- . 0
6GIcNAc(B1-6)
IVe-19 \ %a
GalNAc-ol
/
1 NeuAc(a2-3)Gal(B1-3)
HO;S HO;S
\ \
NeuAc(a2-3)Gal(p1-4) 6GlcNAc(Bl-€\») NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)6GlcNAc(p1-6) 75
4 / \
IVc-23 GalNAc-ol} 1IVc-14 Fuc(al-3) GalNAc-ol
/ /
NeuAc(o2-3)Gal(B1-3) NeuAc(a2-3)Gal(p1-3)

*Relative ;ates for each acceptor are expressed as a percentage of the incorporation with Gal(B1-4)BlcNAc (0.23 pmol/mg of protein/min).

of the Fuc residue on this radiolabeled product, it was coin-
jected with a nonlabeled Gal(B1-4)[Fucal-3]GIcNAc, which
was visualized by PAD. The neosynthesized fucosylated prod-
uct coeluted exactly with Gal(Bl-4)[Fucal-3]GIcNAc, indi-
cating that a bronchial al-3-fucosyltransferase activity was
able to transfer a Fuc residue from [*H]JGDP-Fuc onto the C-3
of the GlcNAc residue of a type 2 chain (Figure 1a). In our
experiinental conditions, the absence of any neosynthesized
peak corresponding to Fuc(at1-2)Gal(B1-4)GIcNAc suggested
that oil-2-fucosyltransferases were absent or expressed at a
very low level as compared to the ocl—3-fucosyltransferase
activity.

W

When NeuAc(02-3)Gal(f1-4)GlcNAc was incubated with
microsomal fractions and radiolabeled [*H]GDP-Fuc, a char-
acteristic radiolabeled peak was observed, which was eluted at
20 min 54 s (Figure 1b). When the radiolabeled products were
coinjected with nonlabeled NeuAc(o2-3)Gal[Fucoil-3]1Glc-
NAc, the characteristic peak at 20 min 54 s coeluted with this
standard. This proved that the o.1-3-fucosyltransferase activity..,
was active on a o2-3-sialylated type 2 N-acetyllactosamine :
unit. Similarly, the at1-3-fucosyltransferase activity was tested
on oligosaccharide-alditol Mc1-26, which has an o2-3-sia-
lylated type 2 unit on the upper branch (Table III). The HPAEC
elution profile showed a characteristic radiolabeled peak at 33
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Fig, 3. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column (4 X 250 mm) of
a mixture containing [*H]-labeled products enzymatically synthesized from
[*H]GDP-Fuc and oligosaccharide-alditol IVc-12, and unlabeled
oligosaccharide-alditols from human respiratory mucins (fraction IVc),
Elution was performed with gradient III described under Materials and
methods. Peaks were detected by pulsed amperometry (dashed line) and by
radioactivity (solid line).

min 54 s, which coeluted with oligosaccharide-alditol IlTc1-17
(Figure 2). This oligosaccharide has the same structure as
Iilc1-26, with a Fuc residue (ot1-3) linked to the internal Glc-
NAc residue (Table II). Altogether, these results indicate that
- the al-3-fucosyltransferase activity from human bronchial
mucosa is active on a type 2 N-acetyllactosamine unit, 02—3-
sialylated or not, but is inactive on terminal GlcNAc or HO,S-
6GIcNAc residues.

Moreover, Bl1-4-galactosylation was possible on terminal

GleNAc or HO,S-6GIcNAc residues, but not on Fuc(otl—

3)GIcNAcB1-0-Met, indicating that the ql-3-fucosyltrans-
ferase activity from human bronchial mucosa was active after
the action of the B1-4-galactosyltransferase (data not shown).
In order to determine whether an internal HO,S-6GlcNAc
residue in a type 2 N-acetyllactosamine unit may affect o1-3-
fucosylation, the oligosaccharide-alditol IVc-12 which has a
Gal(B1-4)[HO,S-6]GIcNAc structure on the upper branch
(Table III) was incubated with microsomal fractions and
[*H]GDP-Fuc (Table III). The elution profile showed a charac-
teristic radiolabeled peak at 41 min 24 s which coeluted with
- oligosaccharide-alditol IVc-5 (Figure 3); IVc-5 has the same
‘structure as IVc-12 but with a Fuc residue (0t1-3) linked to the
internal HO,S-6GIcNAc residue (Table II). No a1-2-fuco-
sylation occurred on the terminal Gal residue, as proved by the
absence of any radiolabeled oligosaccharide-alditol having the
same retention time than [Vc-8, the fucosylated derivative of
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Fig. 4, HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column (4 % 250 mm) of
a mixture containing [*H]-labeled products enzymatically synthesized from
PPH]GDP-Fuc and IVc-23, and unlabeled oligosaccharide-alditols from human
respiratory mucins (fraction IVc). Elution was performed with gradient III
described under Materials and methods. Peaks were detected by pulsed
amperometry (dashed line) and by radicactivity (solid line).

IVc-5 with a Fuc residue linked (at1-2) to the terminal Gal res-
idue.

These results suggest that, stamng from a terminal GIcNAc
residue, the enzymes responsible for the biosynthesis of a 6-
sulfo Le* determinant act in the follomng order: (1) GlcNAc-
6-O-sulfation, (2) Pf1-4-galactosylation, and (3) al-3-fuco-
sylation.

Similarly, the oligosaccharide-alditol IVc-23 (which has a
NeuAc(ch—S)Gal(B1-4)[HO3S-6]GlcNAc structure on the
upper branch and a NeuAc(o:2-3)Gal disaccharide on the
lower branch) (Table IIT) was incubated with microsomal frac-
tions and [PH]GDP-Fuc. The HPAEC elution profile of the
neosynthesized product showed one radiolabeled peak (Figure
4), which had the same retention time as oligosaccharide-aldi-
tol IVc-14 (the fucosylated derivative of IVc-23 with a Fuc
(&r1-3) linked to the internal GlcNAc residue) (Table HI).
These results suggest that, in the biosynthesis of 6-sulfo-sLe?,
ol-3-fucosylation of the GICNAc residue of a terminal
Gal(B1-4)GIcNAc unit occurs after the actions of GlcNAc-6-
O-sulfotransferase, f1-4-galactosyltransferase and Gal-02-3-
sialylation. In fact, the ol-3-fucosyltransferase from human
bronchial mucosa is also active (1) on the GlcNAc res1due ofa
terminal Gal(31-4)GIcNAc unit, (2) on the GlcNAc residue of
a terminal Gal(B1-4)[HO,S-6]GlcNAc unit, and (3) on the
GlcNAc residue of a terminal NeuAc(a2-3)Gal(f1-4)GlcNAc
unit. , A



The influence of a sulfate group linked to the C-3 of the Gal
residue of a N-acetyllactosamine unit on the al-3-fucosyl
transferase activity was also tested. The enzyme was active on
oligosaccharide-alditol IVc-10, which has a Gal(B1-4)Glc-
NAc with a sulfate group on the C-3 of the terminal Gal residue

on the upper branch (Table III) and led to the synthesis of |

oligosaccharide-alditol IVc-2 which bas a terminal HO,S-
3Gal(B1-4)[Fucal-3]GIcNAc structure on the upper branch
(data not shown). _

As the Gal-3-O-sulfotransferase from human bronchial
mucosa is not active on terminal Le* structures, we can con-
clude that in the biosynthesis of the 3-sulfo Le*, Gal-3-O-sulfa-
tion occurs before GlcNAc-o1-3-fucosylation (Scheme 1).
The relative activity of the ol1-3-fucosyltransferase on the dif-
ferent substrates which were used is described in Table IIL

Action of a2-3-sialyltransferase from human bronchial
mucosa on oligosaccharidic acceptors

The o2-3-sialyltransferase activity was first tested with
Gal(B1-4)GIcNAc. When microsomal fractions were incubated
with this acceptor and radiolabeled [“C]CMP-NeuAc, the
HPAEC elution profile, using gradient III, showed three radio-
labeled peaks (Figure 5). Two of them were present when incu-
bations were performed without any substrate; they were
identified by coelution with nonlabeled standards whose reten-
tion times are known. The first radiolabeled peak, which was
eluted at 21 min 4 s corresponded to free sialic acid. The one
which was eluted at 47 min 30 s was identified as being
[4CJCMP-NeuAc. The characteristic radiolabeled peak was
eluted at 23 min 24 s and coeluted with the standard
NeuAc(02-3)Gal(B1-4)GIcNAc. The 02-3-sialyltransferase

Table IV, o2-3-sialylation assays with human bronchial microsomes

Biosynthesis of sialylated and/or sulfated determinants in bronchial mucosa
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Free sialic acid
) 06
F
%
------- &
________ - 04 &
------ g
---- =
.... ~
. -]
_______ L - 02 @
; : ¥ * % A \.-“ o 2és ] 0
10 20 - 30 40 50 60 70 80

Time (min)

Fig. 5. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column (4 X 250 mm) of
a mixture containing [“C]-labeled products enzymatically synthesized from
[MC]CMP-NeuAc and oligosaccharide-alditol Gal(31—4)GlcNAc, and
unlabeled NeuAc(c2-3)Gal(B1-4)GleNAc. Elution was performed with
gradient III described under Materials and methods. Peaks were detected by
pulsed amperometry (dashed line) and by radioactivity (solid line).

activity was also tested on oligosaccharide-alditol OS1, which
has a Gal(B1-4)GIcNAc unit on the upper branch (Table IV).
‘When the radiolabeled products were fractionated by HPAEC
using gradient III, three radiolabeled peaks were observed
(Figure 6): two of them were not characteristic and corre-
sponded to free sialic acid (retention time: 21 min 4 s), and to
[14CICMP-NeuAc (retention time: 47 min 30 s). A characteristic

Substrate for o2-3-sialylated oc2-3-s';i’-“%yltransferase
a2-3-sialylation standard relative activity (%)2
Galpl-O-Met No standard 0
Gal(p1-4)GIcNAc* NeuAc(o2-3)Gal(p1-4)GIcNAc 100
Gal(B1-4)[Fucal-3]GIcNAc NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)[Fucal-31Glc NAC 0
Gal(p1-4)GlcNAc(B1-6) NeuAc{a2-3)Gal(B1-4)GIcNAc(p1-6)
\ \ _
0s1 GalNAc-ol IlIc1-26 GalNAc-ol 190
/ /
NeuAc(a2-3)Gal(g1-3) NeuAc(a2-3)Gal(p1-3)
HO;3S HO;S
\ A
Gal(B1-4)6GIcNAc(p1-6) NeuAc(02-3)Gal(B1-4)6GlcNAc(B1-6) 85
\ . N
IVe-12 GalNAc-ol IvVe-23 GalNAc-ol
/ /
NeuAc(a2-3)Gal(81-3) NeuAc(o2-3)Gal(p1-3)
HO,;S HO3S
\ \ .
Gal(p1-4)6GIcNAc(B1-6) NeuAc(02-3)Gal(B1-4)5GIcNAc(p1-6) 0
/ \ / \
Fuc(ol-3) GalNAc-ol IVec-14 Fuc(a1-3) GalNAc-ol
IVe-5 / /
NeuAc(a2-3)Gal(B1-3) N_euAc(aZ-B)Gal(Bl-B)

aRelative rates for each acceptor are expressed as a perceqtége of the incorporation with Gal(b1-4)GleNAc (41.07 pmol/mg of protein/min). .

L
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Fig. 6. HPAEC elution profile on a CarboPac PA-100 column (4x250 mm) of
a mixture containing [¥C}-labeled products enzymatically synthesized from
[“CICMP-NeuAc and oligosaccharide-alditol OS1, and unlabeled
oligosaccharide-alditol Iic1-26. Elution was performed with gradient 11
described under Materials and methods. Peaks were detected by pulsed
amperometry (dashed line) and by radioactivity (solid line).

peak was eluted at 23 min 54 s. When the radiolabeled prod-
ucts were injected with the oligosaccharide-alditol ITlc1-26
(which has the same structure as OS1 with a NeuAc (02-3)
linked to the terminal Gal residue) (Table IV), the characteristic
peak coeluted with MIc1-26 (Figure 6); this proved that this
o2-3-sialyltransferase was active on terminal Gal residue of
OS1.

In order to check if Gal-c2-3-sialylation was possible on a
terminal Gal(B1-4)[HO,S-6]GlcNAc wunit, the oligosaccha-
ride-alditol IVc-12 (Table IV) was incubated with microsomal
fractions and radiolabeled [“C]JCMP-NeuAc. A neosynthe-
sized radiolabeled peak coeluted with oligosaccharide-alditol
IVc-23 (Figure 7), which has the same structure as IVc-12 with
a NeuAc (02-3) linked to the terminal Gal residue (Table IV).
This result suggests that the o2-3-sialyltransferase is also
active on a terminal Gal residue of a Gal(B1-4)[HO,;S-6]Glc-
NAc unit.

When microsomal fractions were incubated with radio-
labeled [“C]CMP-NeuAc and Gal(Bl1-4)[Fucal-3]GlcNAc,
+ no characteristic radiolabeled peak was observed, the enzyme
" was nét active on this substrate. The ¢2—3-sialyltransferase
activity was neither active on oligosaccharide-alditol IVc-5

(Table IV) nor on Galp1-O-Met. The relative activity of the.

o2-3-sialyltransferase on the different substrates which were
used is indicated in Table IV.

These results suggest that Gal-02—3-sialylation occurs after
GlcNAc-6-0O-sulfation but before GleNAc-0t1-3-fucosylation.
Indeed, once there was a Fuc residue (ot1-3) linked to the inter-
nal GlcNAc residue, the o2-3-sialyltransferase was not active
anymore (Scheme 1).

Discussion

The structural determination of oligosaccharide-alditols from a
CF patient respiratory mucins has shown the presence of dif-
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Fig, 7. HPAEC elution proﬁle on a CarboPac PA-100 column (4 X 250 mm) of
a mixture containing [*C]-labeled products enzymatically synthesized from
[“CICMP-NeuAc and IVc-12 and unlabeled oligosaccharide-alditois from
human respiratory mucins (fraction IVc). Elution was performed with gradient
10T described under Materials and methods. Peaks were detected by pulsed
amperometry (dashed line) and by radioactivity (solid line).

ferent sulfated epitopes, such as terminal 3-sulfo Le*, 6-sulfo
Le*, and 6-sulfo-sLe* structures (Lo-Guidice et al., 1994), We
report here the sequential biosynthesis of these structures in
human respiratory mucosa.

Our analysis concerning the biosynthesis of 6-sulfo-sLe*
argues that GIcNAc-6-O-sulfation is the first event, followed
by B-galactosylation, 0c2—3-sxalylat10n and ol-3-fucosylation
(Scheme 1). 2

As reported before, the GlcNAc-6-@-sulfotransferase from -
human bronchial mucosa is only active on terminal GlcNAc
residues (Degroote et al., 1997). These results are in agreement
with those obtained by Spiro et al. (1996) who characterized a
GlcNAc-6-O-sulfotransferase from rat liver. Recently, a
human GlcNAc-6-Q-sulfotransferase was cloned by Uchimura
et al. (1998b), based on the sequence homology to the cloned
cDNA of mouse GlcNAc-6-O-sulfotransferase (Uchimura et al.,
1998a). This enzyme was active on terminal GlcNAc residues
and involved in the biosynthesis of NeuAc(c2-3)Gal(B1—4)-
[HO;S-6]GIcNAc and Gal(B1-4)[Fucal-3}{HO,S-6]GIcNAc.
This enzyme is strongly expressed in cerebrum, cerebellum,
eye, . pancreas, and lung of adult mice. Another report by
Bowman et al. (1998) dealing with the identification of a
GlcNAc-6-O-sulfotransferase activity specific for lymphoid
tissue indicates the requirement for a substrate with a terminal
GlcNAc residue, suggesting that, as found for the GlcNAc-6-
O-sulfotransferase described here, sulfation precedes further
biosynthetic assembly of 6-sulfo-sLe*.

The Gal-3-O-sulfotransferase from human respn'atory
mucosa was active on terminal Gal residues of Gal(B1-4)Glc-
NAc disaccharide from oligosaccharide-alditols carbohydrate .
«chains (Lo-Guidice et al., 1995). Our results showed that this -
enzyme was inactive if the internal GlcNAc residue was ot1-3-



fucosylated. Thus, in the biosynthesis of 3-sulfo Le*, an ot1-3-
fucosyltransferase acts after the action of the Gal-3-O-sul-
fotransferase (Scheme 1). These results are in good agreement
with those of Chandrasekaran et al. (1997) who characterized
two groups of Gal-3-O-sulfotransferases which were both
inactive on terminal Le* structures.

An 02-3-sialyltransferase activity was also present in the
microsomal fractions, adding N-acetylneuraminic acid on the
terminal Gal residue of Gal(B1-4)GIcNAc or Gal(Bl-
4)[HO,S-6]GIcNAc disaccharide (Table IV). Similar results
were obtained by Spiro et al. (1996) concerning an 0:2—3-sia-
lyltransferase from rat liver. Moreover, the o2-3-sialyltrans-
ferase from human bronchial mucosa was inactive on Le*
structures (with or without a sulfate group on the C-6 of the
GlIcNAc residue); Among the human o2-3-sialyltransferases
already cloned, ST3Gal IIT and ST3Gal IV use the disaccharide
sequence Gal(B1—4)GIcNAc as an acceptor to form
NeuAc(02-3)Gal(1—4)GlcNAc (Kitagawa and Paulson,
1994). These two enzymes are expressed in the human bron-
chial mucosa (unpublished observations).

" Concerning the al-3-fucosyltransferase activity which was
also present in the microsomal fractions, it was active on
Gal(B1-4)GIcNAc, Gal(B1-4)[HO,5-6]GIcNAc, NeuAc(a2-
3)Gal(B1-4)GlcNAc, NeuAc(c2-3)Gal(B1-4)[HO,S-6]Glc-
NAc and on HO,S-3Gal(B1-4)GlcNAc structures (Table III).
Recent studies about the acceptor specificity of three human
o1-3/(4) fucosyltransferases (FucT-IiI, FucT-IV and FucT-V)
(Kukowska-Latallo et al., 1990; Kumar et al., 1991; Weston
et al., 1992a) have shown that they have slightly different, but
mainly overlapping substrate specificities (De Vries ez al.,
1995; Chandrasekaran et al., 1996a). FucT-III is mostly active
on type 1 but also on type 2 units, sialylated or not. Concerning
FucT-IV, neutral and GlcNAc-6-O-sulfated type 2 chains were
good substrates whereas o2—3-sialylated type 1 and 2 struc-
tures were poor acceptors. FucT-V was active on a broad vari-
ety of neutral and acidic substrates. The two last human a1-3-
fucosyltransferases that have been cloned, FucT-VI (Weston
et al., 1992b) and FucT-VII (Sasaki et al., 1995), can both be
involved in the biosynthesis of sLe* epitopes (De Vries et al.,
1996; Britten et al., 1998). However, a recent study of the
expression of al-3-fucosyltransferases in human bronchial
epithelial cells in secondary culture has shown that only FucT-
II and FucT-IV were expressed in these cells (Emery et al.,
1997). FucT-V, FucT-VI, and FucT-VIL have not been
detected by reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR). in human bronchial epithelial cells in secondary
culture (unpublished observations). Thus, our results suggest
that the o1-3-fucosyltransferases involved in the biosynthesis
of sLe* and 6-sulfo-sLe* epitopes by human bronchial mucosa
are FucT-III and FucT-IV (Davril et al., 1999).

The absence of a.1-2-fucosyltransferase activity was quite
unexpected because the two cloned enzymes FucT-I and FucT-
I (Larsen et al., 1990; Kelly et al., 1995) mRNAs were
detected in human bronchial epithelial cells in secondary cul-
ture (Emery et al., 1997). When IVc-12 (which has a Gal(B1-
4)[HO,S-6]GIcNAc on the upper branch) was incubated with
microsomal fractions and [PH]GDP-Fuc, the only neosynthe-
sized product coeluted with IVc-5, the atl-3-fucosylated deriv-
ative (Table IIT). HPAEC-PAD is a suitable method to separate
oligosaccharides, even those with an identical molecular
weight but with different linkages (Lo-Guidice et al., 1994).

Biosynthesis of sialylated and/or sulfated determinants in bronchial mucosa

The only difference between oligosaccharide-alditols IVc-5
and IVc-8 is the Fuc linkage, c(1-3) and o(1-2), respectively,
and they have different retention times: 41 min 24 s and 43 min
36 s, respectively (Figure 3). According to Chandrasekaran et
al. (1996b), FucT-I and FucT-II were found to be active on ter-
minal Gal(B1-4)GIcNAc but a substituent on GlcNAc |
decreased or abolished the acceptor ability. This could explain
the absence of al-2-fucosyltransferase activity on IVc-12,
which could be a better substrate for the ot1-3-fucosyltrans-
ferase from human bronchial mucosa. The absence of o1-2-
fucosyltransferase activity on Gal(B1-4)GIcNAc may corre- -
spond to a competition between the atl—2- and the ail-3-fuco- -
syltransferases, in favor of the at1-3-fucosylation. However, it
is quite possible that, as for the Gal-3-O-sulfotransferase and
the o2-~3-sialyltransferase, the a1-2-fucosyltransferase activ-
ity from human bronchial mucosa is inactive on terminal Le*
structures. :

No a2—6-sialylation was observed on terminal Gal residues
of the different substrates which were tested. 0:2-6-Sialylation
of terminal Gal residue may occur very rarely in human respi-

Tatory mucins. More than 150 oligosaccharides have been

described so far in human respiratory mucins, and only three of
them have a 02-6-sialylated terminal Gal residue (Breg et al.,
1987; Mawhinney et al., 1992; Lo-Guidice et al., 1994),

In this study, we did not test for the formation of the sulfated
and/or sialylated Le? derivatives. Indeed, in our previous work
on structural determination of oligosaccharides from mucins
secreted by patients with cystic fibrosis or chronic bronchitis,
all the patients chosen were Secretor and Lewis positive. So
the presence of both H and Lewis epitopes on type 1 chain
leads to the Le® structure or Le? on a type 2 chains. In the bron-
chial mucins most of the chains are type 2 chains and express
Le* and LeY epitopes. So we were more interested in the bio-
synthesis of sulfated and/or sialylated Le* derivatives. Moreo-
ver, we do not have any standard which contain the sulfated
and/or sialylated derivatives of the Le?® structure.

Our finding in the ordering of «2-3-siakylation versus ou1-3-
fucosylation is in good agreement with prévious studies (Nat-
suka et al., 1994; Crommie and Rosen, 1995). a2-3-sialyla-
tion precedes al-3-fucosylation in sLe* and 6-sulfo-sLe*
biosynthesis. Moreover, the ci2-3-sialyltransferases, as well as
the Gal-3-O-sulfotransferase and the o 1-2-fucosyltransferases
from human respiratory mucosa, were not active on a terminal
Le* structure. '

Altogether, these results suggest that 6-O-sulfation of the
GlcNACc residue is the first event in the biosynthesis of 6-sul-
fated chains leading to the 6-sulfo-sLe* in human respiratory
mucosa and that it precedes both galactosylation and 0:2~3-sia-
lylation. at1-3-Fucosylation of the GlcNAc residue is the last
event. Similarly, the Gal-3-O-sulfotransferase active on termi-~
nal Gal, in N-acetyllactosamine-containing mucin carbohy-
drate chains, cannot act if the C-3 position of the GlcNAc
residue is fucosylated.

The activity of the GlcNAc-6-0-sulfotransferase in respira-
tory mucins biosynthesis leads to the synthesis of carbohydrate
chains having the same structure as those of GlyCAM-1, one
of the best ligand for L-selectin, GlyCAM-1 contains both 6- ;
sulfo-sLe* and 6'-sulfo-sLe* structures, but recent studies have -
shown that 6-sulfo-sLe* (found in mucin carbohydrate chains)
was the best ligand for L-selectin (better than 6'-sulfo-sLe* and
6-6'-bis-sulfo-sLe*) (Galustian et al., 1997). Crottet et al.
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(1996) have shown that human respiratory mucins containing
such oligosaccharides were bound by L-selectin and thus could
interact with leukocytes.

In CF, two types of events may influence the biosynthesis of
mucin carbohydrate chains: (1) oversulfation which has been
reported to be linked to the primary defect (Zhang et al., 1995)
and (2) hypersialylation and sLe* hyperexpression which are
related to the inflammatory response (Davril et al., 1999).

In the future, it will be important to investigate the influence
of cytokines on the activity of various sulfo-, sialyl-, and fuco-
syltransferases and to find out if the overexpression of the
resulting carbohydratg.determinants may favor the airway col-
onization by Pseudomonas aeruginosa, the major problem
faced by the patients suffering from this disease.

Materials and methods

Preparation of microsomes from the human respiratory
mucosa .

Fragments of bronchxal mucosa from patlents undergomg sur-
gery for bronchial carcinoma were collected in macro-
scopically healthy areas of the bronchial tree. Microsomal
fractions were prepared from a pool of bronchial mucosa frag-
ments from different patients as previously described and
stored at —80°C until used (Lo-Guidice et al., 1995).

Acceptors andlor standards

The different compounds used for acceptor specificity studies
were from the following sources: GlcNAcB1-O-Met, Galp1-
O-Met, and Gal(B1-4)GIcNAc were from Sigma; Fuc(ol-
3)GIcNAcB1-0-Met, Gal(B1-4)[Fucal-3]GIcNAc, Gal(Bl-
4)[Fuca1-3]GIcNAcB 1-O-Met, NeuAc(02-3)Gal(p1-4)Glc-
NAc  (02-3sialyl-N-acetyllactosamine), HO,S-3Gal(B1—
4)[Fuco1-31GIcNAcB1-O-Met, and NeuAc(c2-3)Gal(fl--
4)[Fuca1l-3]GIcNAc (sLe®) were from Toronto Research
Chemicals Inc.; HO,S-6GIcNAcB1-O-Met was synthesized
according to the protocol described by Van Kuik et al. (1987).
The oligosaccharide-alditols OS1 and OS2 from Collocalia
mucins, whose structures are described in Table I, were pre-
pared as described previously (Strecker . et al., 1992).

Ten oligosaccharide-alditols from human respiratory
mucins, whose structures were determined by Lo-Guidice e#
al. (1994), were also used as acceptors (Illc1-26, IVc-5, IVc-
10, IVc-12, IVc-19, IVc-23) and/or standards (IfIci-17, Ilcl-
26, IVc-2,IVc-5, IVc-8, IVe-10, IVe-12, IVe-14, IVe-19, IVe-
23). Briefly, these oligosaccharide-alditols were prepared by
alkaline borohydride treatment of mucin glycopeptides, frac-
tionated by anion-exchange chromatography on an AG 1-X2
column (Bio-Rad) according to acidity and then by gel-filtra-
tion on a Bio-Gel P4 column (Bio-Rad) according to size
(Lamblin et al., 1991). The pools of acidic oligosaccharide-
alditols Ilc1 and IVc were further fractionated by HPAEC,
using a CarboPac PA-100 column (Dionex Corp.) and a PAD

-2-pulsed amperometric detector (Dionex Corp.). The structure
of 24 sialylated and/or sulfated ohgosacchande-aldltols were
determined by high resolution 'H NMR in combination with
fast atom bombardment-mass spectrometry (Lo-Guidice et al.,
1994). The oligosaccharides used in the present study are
shown in Tables I-IV. Most of them have a core type 2.
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A fraction of monosw.lyl oligosaccharide-alditols from a CF
patient respiratory mucins was also used as acceptors (fraction
IIc) (Breg et al., 1987). This fraction contains 24 oligosaccha-
ride-alditols whose structure was determined by 1H NMR. One
of them is particularly interesting for this study: it has a core
type 2, a Le* structure on the upper branch, and a NeuAc(c2—
3)Gal disaccharide on the lower branch (Table II).

GlcNAc-6-0-Sulfotransferase and Gal-3-O-sulfotransferase
assays

The GlcNAc-6-O-sulfotransferase assays were performed as
described previously (Degroote ez al., 1997). The incubation
mixture contained 50-100 pug of rmcrosomal proteins, 0.5 uCi
[5SJPAPS (NEN Life Science Products, 2.25-2.50 Ci/mmol),
5 mM of one of the following substrates: GlcNAcB1-O-Met,
Gal(B1-4)[Fucal~3]GlcNAc, Fuc(otl-3)GleNAcB1-O-Met,
NeuAc(02-3)Gal(B1-4)GlcNAc, NeuAc(02-3)Gal(B1-
4)[Fucol-3]GIcNAc, or 100 ug of one of the oligosaccharide-
alditols, OS1 or OS2 (Table I), in a Mops/NaOH buffer, pH
6.7, containing 0.1 % (w/v) Triton X-100, 20 mM MnCl,,
30 mM NaF, 5 mM AMP, 1 mM 4-(2-aminoethyl)benzene sul-
fonylfluoride (AEBSF).

For the Gal-3-O-sulfotransferase assays, the incubation mix-
ture contained 50-100 pug of microsomal proteins, 0.5 ICi
[**SIPAPS (NEN Life Science Products, 2.25-2.50 Ci/mmol),
5 mM of GalB1-O-Met, Gal(B1-4)[Fucc1-3]GicNAcP1-0-
Met, or 100 pg of OS1 or 700 g of fraction IIc (Table II), in a
Mes/NaOH buffer, pH 6.1, containing 0.1 % (w/v) Triton X-
100, 20 mM MnCl;, 30 mM NaF, 10 mM AMP, 1 mM
AEBSF.

After incubation for 1 h at 30°C, the reactions were stopped
by addition of ice-cold methanol. The mixtures were kept over-
night at 4°C and the resulting precipitates were eliminated by
centrifugation at 10,000 X g for 20 min. The pellets were
washed twice with ice-cold methanol and centrifuged. The
supernatants were pooled, evaporated to dryness, and then
directly submitted to HPAEC-PAD

The standards used for the identificéition of the 6-O-sulfated
neosynthesized products were HO,;S-6GlcNAcB1-0-Met, IVc-
12 (which has the same structure as OS1 but with a sulfate
group on the internal GicNAc residue), IVc-19 (which corre-
sponds to OS2 with a sulfate group on the terminal GIcNAc
residue) (Table I):

For the identification of the 3-O-sulfated neosynthesized
products, the standards used were HO,S-3GalB1-O-Met,
HO,S-3Gal(B1-4)[Fucol -3]GIcNAcB1-0-Met, IVc-10 (which
has the same structure as OS1 with a terminal HO,S-3Gal) and
IVc-2 (which has a core type 2 and a 3-sulfo Le* on the upper
branch) (Table II).

al~3-Fucosyltransferase assays

The reaction mixture for the fucosyltransferase assays was per-
formed according to De Vries et al. (1995): 50-100 pg of
microsomal proteins were incubated with 0.3 puCi [PH]GDP-
Fuc (Amersham Life Science Products, 61 Ci/mmol), 5 mM of
one of the following substrates: GIcNAcB1-0-Met, HO;S-6Gle-
NAcP1-O-Met, Gal(B1—4)GIcNAc, NeuAc(02-3)Gal(f1-
4)GIcNAc, or 100 pg of one of the following oligosaccharide-
alditols: OS2, IMc1-26, IVc-10, IVe-12, IVe-19, or IVe-23
(Table I0I), in a Mops/NaOH buffer, pH 7.5, containing 20 mM
MnCl,, 0.1 % Triton X-100, 100 mM NaCl, 4 mM ATP, 1 mM



AEBSF. Incubations were performed for 2 h at 30°C and
stopped as described for the sulfotransferase assays. The neo-
synthesized products were then studied by HPAEC-PAD. The
a1-3-fucosylated standards used were: Fuc(at1-3)GleNAcB1-
0-Met, Gal(B1-4)[Fucal-3]GlcNAc, NeuAc(a2-3)Gal(B1-
4)[Fucoil-3]GIeNAc, oligosaccharide-alditol TIc1-17 (which
is the otl—3-fucosylated derivative of IlIc1-26), IVc-2 (the ot1—
3-fucosylated derivative of IVc-10), IVe-5 (the al-3-fuco-
sylated derivative of IVc-12), and IVc-14 (the «l-3-fuco-
sylated derivative of IVc-23) (Table III). 4

o2-3-Sialyltransferase assays

Reactions were performed according to the slightly modified
method of Majuri et al. (1994), in a Tris/acetate buffer, pH 6.7,
containing 50-100 pg of microsomal proteins, 0.5 puCi of
[14C]JCMP-NeuAc (Amersham Life Science Products 0,294 Ci/
mmol), 0.1 % Triton X-100, 1 mM AEBSF, 5 mM of one of the
following ~ substrates: GalP1-0-Met, Gal(f1-4)GIcNAc,
Gal(B1-4)[Fuca1-3]GlcNAc, or 100 ug of one of the follow-
ing oligosaccharide-alditols, OS1, IVc-12, IVc-5 (Table IV).
Incubations were. performed 5 h at 30°C and stopped as
described for the sulfotransferase assays. The neosynthesized
products were then studied by HPAEC-PAD. The standards
used for the identification of the 02~3-sialylated neosynthe-
sized products were NeuAc(02-3)Gal(B1-4)GIcNAc,
NeuAc(o2—-3)Gal(B14)[Fuca1-3]GIcNAc, the oligosaccha-
ride alditols ITIc1-26 (which is the a2-3-sialylated derivative
of 081), IVe-23 (the o2—3-sialylated derivative of IVc-12),
and IVc-14 (the o2-3-sialylated derivative of IVc-5) (Table
[V).

Characterization of radiolabeled products by HPAEC-PAD

Dry samples of sulfated, fucosylated, or sialylated radiolabeled
products were dissolved in water and directly injected onto a
CarboPac PA-100 column (4 X 250 mm) for HPAEC (Dionex
Corp.). The elution of neosynthesized products was monitored
soth by pulsed amperometric detection (PAD 2 model, Dionex
Corp.) and by radioactivity on line (high performance liquid
“hromatography radicactivity detector LB 506 C-1, EG & G,
Berthold).

Elution of sulfated. GIicNAcf1-O-Met was performed at
ilkaline pH with a flow rate of 1 ml/min in 0.05 M NaOH/
).2 M sodium acetate with a linear gradient of sodium acetate
0 0.05 M NaOH/0.3 M sodium acetate at 22 min, to 0.05 M
NaOH/0.95 M sodium acetate at 24 min, and followed by iso-
ratic elution with 0.05 M NaOH/0.95 M sodium acetate for
|0 min (gradient I).

Elution of the fucosylated radiolabeled oligosaccharide-aldi-
ol synthesized from Illc1-26 was performed at alkaline pH at
tflow rate of 1 ml/min in 0.1 M NaOH for 10 min followed by
\ linear gradient of sodium acetate to 0.1 M NaOH/0.1 M
'odium acetate at 75 min, and to 0.1 M NaOH/0.4 M sodium
icetate at 80 min (gradient II). '

Elution of the radiolabeled products synthesized from all
ither substrates was performed at alkaline pH at a flow rate of
. ml/min in 0.1 M NaOH for 10 min followed by a linear gra-
lient of sodium acetate to 0.1 M NaOH/0.07 M sodium acetate
116 min, to 0.1 M NaOH/0.1 M sodium acetate at 30 min and
0 0.1 M NaQH/0.45 M sodium acetate at 80 min (gradient III).

The activity of the different enzymes was expressed as pico-
a0les of radiolabeled nucleotide-sugar transferred/min/mg of

o
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protein. Relative rates for each acceptor are expressed as a per-
centage of the incorporation of [¥S] in GleNAcB1-O-Met for
the GlcNAc-6-O-sulfotransferase (Table I), and in Galp1-0-
Met for the Gal-3-O-sulfotransferase (Table II). For the fuco-
syl and sialyltransferase assays, relative rates for each accep-
' tor are expressed as a percentage of the incorporation with
Gal(B1-4)GlcNAc (Tables I1I, IV).

Acknowledgments

We are indebted to Prof. J.J Lafitte for kindly providing human
respiratory mucosa. This work was supported by INSERM and
by the Association Frangaise de Lutte contre la Mucoviscidose

(AFLM).

Abbreviations

CF, cystic fibrosis; CFTR, cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator; HPAEC, high performance anion
exchange chromatography; HPAEC-PAD, high performance
anion exchange chromatography with pulsed amperometric
detection; AEBSF, 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonylfluoride;
[“C]JCMP-NeuAc, cytidine 5'-monophospho[“C]sialic acid;
[PH]GDP-Fuc, guanosine S5'-diphospho-B-L-[5,6—*H]fucose;
Mes, 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid; Mops, 3-(N-mor-
pholino)propanesulfonic acid; PAPS, adenosine 3'-phosphate
5'-phosphosulfate; Le*, Lewis x (Gal(B1-4)[Fucol~
3]GIcNAcB1); sLe*, sialyl Lewis x (NeuAc(a2-3)Gal(B1—
4)[Fucal-3]GlcNAcB1); 6-sulfo LeX, Lewis x with 6-O-sulfa-
tion of the GlcNAc residue; 6-sulfo-sLe?, sialyl Lewis x with
6-O-sulfation of the GIcNAc residue; 6'-sulfo-sLe’, sialyl
Lewis x with 6-O-sulfation of the Gal-residue; 3-sulfo Le%,
Lewis x with 3-O-sulfation of the Gal residue; ST3Gal, 02-3+
sialyltransferase; FucT, fucosyltransferasej RT-PCR, reverse
transcriptase polymerase chain reaction.
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Résultats - Discussion

L’étude de la spécificité de substrat des activités fucosyl-, sialyl-, et
sulfotransférasiques de muqueuse bronchique humaine nous a permis de déterminer la
séquence de biosynthése des dérivés sulfatés et/ou sialylés de 1’épitope Le™.

La GlcNAc-6-O-sulfotransférase de muqueuse bronchique humaine est seulement
active sur les résidus de GIcNAc en position terminale non réductrice ; dés que le résidu de
GIcNAc est substitué (par un résidu de Fuc ou de Gal), ’enzyme est incapable d’agir.

L’activité «2-3-sialyltransférasique est active sur le disaccharide terminal
Gal(B1-4)GlcNAc, sulfaté ou non en C6 sur le résidu de GIcNAc. Par contre, cet enzyme est
inactif dés que le résidu de GIcNAc est substitué par un résidu de Fuc.

L’activité ol1-3-fucosyltransférasique de muqueuse bronchique humaine est inactive
sur un résidu de GlcNAc terminal, mais peut agir sur le disaccharide Gal(f1-4)GlcNAc,
éventuellement sulfaté en C6 sur le résidu de GIcNAc et/ou sialylé en (a2-3) sur le résidu de

Gal terminal.

Ces résultats nous permettent de définir la séquence de biosynthése du déterminant
6-sulfo sialyl Le* dans la muqueuse bronchique humaine : la GlcNAc-6-0-su1fotransférase est
le premier enzyme qui agit, suivi de la Pl-4-galactosyltransférase, de I’a2-3-
sialyltransférase, et enfin de I’al-3-fucosyltransférase. Les dérivés sulfatés et/ou sialylés de
l’épitope Le* présents en périphérie des mucines (et en particulier le 6-sulfo sialyl Le* qﬁi a
été décrit comme le meilleur ligand de la L-sélectine [Galustian e? al., 1997]) pourraient avoir
une importance physiopathologique, en modulant la réponse inflammatoire via des
interactions mucines/leucocytes. Crottet ez al. ont montré que des glycopeptides de mucines
bronchiques se fixaient a la L-sélectine [1996]. Ilg pourraient, en outre, constituer des sites de

fixation potentiels pour les micro-organismes colonisant I’appareil respiratoire.
Y
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I. La mucoviscidose
1. Généralités

La mucoviscidose ou CF (pour Cystic Fibrosis) est la maladie génétique autosomique
récessive ‘iga plus fréquente dans la population caucasienne, puisqu’elle touche environ une
naissance sur 2 500. C’est une maladie grave : de fait, il y a encore peu de temps, la plupart
des enfants atteints ne parvenaient pas a 1’age adulte. Les progres récents de 1’antibiothérapie
et la prise en charge nutritionnelle des patients ont considérablement augmenté leur durée de

vie. Néanmoins, il n’existe encore aucun traitement spécifique de la maladie.

La mucoviscidose se présente comme une exocrinopathie généralisée qui se traduit par
une insuffisance pancréatique, une stérilité masculine, une atteinte hépatique et surtout une
bronchopathie chronique avec des bronchiectasies et une infection bactérienne sévére. La
colonisation du poumonest trés particulidre : Staphylococcus aureus et Hemophilus
influenzae dominent au début de la maladie, mais ces germes sont progressivement remplacés
par Pseudomonas aeruginosa [Tummler et al., 1997]. Ce dernier pathogéne est pratiquement
impossible a éliminer car il devient rapidement résistant aux antibiotiques.

Une des conséquences directes de la maladie est la production d’un mucus
anormalement épais et visqueux, propice aux infections bactériennes. L’infection bactérienne
entraine une forte réponse humorale, une production locale de cytokines et un afflux de
neutrophiles au niveau du poumon. Cette réponse inflammatoire trés forte conduit & une
hypersécrétion de mucus, une obstruction des voies aériennes et & la destruction progressive

du parenchyme respiratoire, cause directe de 95 % des déces dus a la maladie.

2. Bases génétiques de la maladie

Le géne responsable de la maladie a été cloné par le groupe de Tsui en 1989 : il est
localisé sur le bras long du chromosome 7 (q31.2), s’étend sur 230 kb (27 exons) et code une
protéine glycosylée de 170 kDa appelée CFTR (pour Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator) [Riordan et al., 1989] (Figure 11).

N
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La protéine CFTR posséde une activité de canal chlore de faible conductance AMPc
dépendant, activable par la protéine kinase A appartenant a la super-famille des «ABC
protéines» (pour ATP Binding Cassett protéines) [Zielenski & Tsui, 1995].

La modélisation moléculaire a permis de déterminer la structure de la protéine CFTR.
Elle sergjt constituée de deux moitiés similaires, contenant chacune six hélices
transmembranaires (définissant un domaine transmembranaire TM) et un domaine NBF (pour
Nucleotide Binding Fold), pouvant interagir avec 1’adénosine tri-phosphate (ATP). Ces deux
parties sont connectées par un domaine fortement chargé dit «de régulation» (ou domaine R),
contenant des sites potentiels de phosphorylation pour la protéine kinase «AMPc dépendantex»
(protéine kinase A) et pour la protéine kinase C (Figure 11).

La protéine CFTR est donc apparentée & la super-famille des «ABC protéines»,
d’abord du fait de sa structure, mais aussi par son fonctionnement. En effet, des études ont
montré qu’elle était régulée par des phénoménes de phosphorylation hormono-dépendants
[Tabcharani et al., 1991], et également par le niveau d’énergie de la cellule (ATP).
Néanmoins, elle est le seul membre de la super-famille des «ABC protéines» ayant une

fonction de canal ionique.

La protéine CFTR aurait également d’autres fonctions que celle de canal chlore : elle
interviendrait dans la régulation de canaux sodiques [Stutts ef al., 1995], d’un canal chlore de
forte conductance nommé ORCC (pour Outwardly Rectifying Chloride Channel) [Schwiebert
et al., 1995], et d’autres canaux ioniques [Loussouarn et al., 1996 ; Schwiebert et al., 1999].
Elle pourrait également transporter d’autres molécules comme I’ATP [Reisin et al., 1994], le
PAPS [Pasyk & Foskett, 1997], ou I"urée.

La protéine CFTR a été localisée dans la région apicale de différents épithélia, au
niveau des cellules intestinales, des canaux pancréatiques et des glandes salivaires. Dans
’appareil respiratoire, elle est peu exprimée dans les cellules de 1’épithélium de surface et
dans les cellules ductales, mais fortement au niveau des cellules séreuses des glandes sous-
muqueuses [Engelhardt et al., 1993]. Ce canal chlore est également présent au niveau des
membranes du trans-Golgi et du réseau transgolgien [Barasch et al., 1991] et pourrait jouer un

r6le dans la régulation du pH de ces compartiments intracellulaires.
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La mucoviscidose est due 3 des mutations du géne CFTR. Certaines mutatibns
conduisent & 1’absence de la protéine CFTR (c’est le cas de la délétion AF508) au niveau de la
nié’mbrane apicale de cellules de l’épithé'lium'bronchique ; d'autres mutations entrainent la
production d'un canal d’activité anormale. La conséquence est une perturbation des
mouvements d’eau et d’¢lectrolytes, qui générerait un mucus déshydraté, trés visqueux. Ce
demnier altérerait le fonctionnement du systéme muco-ciliaire et stagnerait dans les voies
aériennes, favorisant ainsi les infections bactériennes.

Plus de 800 mutations (caracterisées au niveau des 27 exons) ont été décrites. Elles
peuvent étre divisées en plusieurs classes, selon leur influence sur la capacité de la protéine
CFTR a remplir sa fonction de canal chlore [Zielenski & Tsui, 1995]. On distingue celles qui

entrainent :
> une absence de production de CFTR ;

> un défaut de la conductance du canal chlore. C’est le cas des mutations entrathant

des substitutions d’acides aminés au niveau des domaines transmembranaires ;

> un défaut de la régulation de CFTR.‘ C’est le cas de la plupart des mutations

trouvées dans les domaines NBF ;
> la production d’un ARNm instable ;

> une conformation incorrecte de CFTR qui, par-12 méme, est dégradé et ne peut pas

(ou peu) rejoindre la membrane plasmique et accomplir sa fonction de canal chlore.

La délétion AF508 (absence de 3 bases codant une phénylalanine en position 508, au
niveau du domaine NBF1) est la mutation la plﬁs fréquente (elle touche environ 70 % des
chromosomes de malades). Cette délétion correspond a une véritable maladie du trafic
intracellulaire, puisqu’elle entraine une mauvaise conformation de la protéine CFTR qui ne
répond plus au contrdle de qualité nécessaire & sa sortie du réticulum endoplasmique p'our.
passer dans I’appareil de Golgi et atteindre la membrane apicale des cellules. La protéine
CFTR stagne dans le réticulum endoplasmique, puis elle est dégradée. De ce fait, les patients

dont les chromosomes portent la mutation AF508 n’ont pratiquement pas de protéine CFTR

)
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au niveau des membranes cellulaires apicales et présentent des symptdmes sévéres de la

maladie, avec atteintes pulmonaires et pancréatiques.

Il n’existe pas de relation claire chez les patients CF entre génotype et phénotype, sauf
pour la fonction pancréatique (pour laquelle certaines mutations entrainent spécifiquement
une insuffisance pancréatique, sans troubles pulmonaires) et 1’absence congénitale bilatérale
des canaux déférents [Dumur et al., 1996 ; Tsui & Durie, 1997]. Toutes les mutations n’ont
pas pour conséquence un méme degré d’atteinte : il existe des mutations «sévéresy», entrainant
des complications pulmonaires et pancréatiques importantes, mais aussi des formes plus
«bénignes» de la maladie, avec, par exemple, pour seul symptome la stérilité masculine, 2 tel
point que la mucoviscidose passe parfois inapercue. De plus, quand une mutation «sévére» est
combinée avec une mutation «légére», I’expression de la maladie peut avoir une gravité
intermédiaire.

La sévérité des symptomes pulmonaires n’est pas clairement lié au génotype, ce qui
semble suggérer que le phénotype de la maladie pourrait &tre modulé par des facteurs

génétiques supplémentaires ou/et environnementaux [Ferrari & Cremonesi, 1996].

II. Les anomalies de glycosylation et de sulfatation des

glycoconjugués dans la mucoviscidose

1. Anomalies de glycosylation et de sulfatation des glycoconjugués

membranaires ou sécrétés provenant de patients ou de cellules CF

Les mucines bronchiques, et plus généralefnent les glycoconjugués de patients CF,
présentent des anomalies dans leur composition en groupements sulfate, ainsi qu'en résidus de
Fuc, de NeuAc, sucres essenticllement situés dans la périphérie des glycannes [Lazatin et al.,
1994].

Depuis longtemps, des études ont montré une augmentation de la sulfatation des
mucines bronchiques, salivaires et intestinales de patients CF [Boat et al., 1977 ; Lamblin et
al., 1977 ; Wesley et al., 1983 ; Carnoy et al., 1993]. Il a également été observé que les

glycoconjugués sécrétés par des cellules épithéliales de patients CF étaient hypersulfatés

P
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[Cheng et al., 1989]. Au niveau bronchique, la sévérité de la maladie serait méme liée 2 1a
quantité de sulfate des mucines [Chace et al., 1983]. Le développement de modeles de Souris
CFTR (-/-) a permis d’approfondir les études sur les anomalies de sulfatation. Le probléme
majeur du modéle murin est que la Souris, du fait de la structure particuliére de sa muqueuse
bronchique (elle ne contient pas ou peu de glandes ot s’exprime la protéines CFTR), ne
présente pas ou peu de symptomes pulmonaires ; les manifestations cliniques de la maladie
sont surtout intestinales et pancréatiques. Hill et al. ont rapporté une hypersulfatation des
glycosaminoglycannes seulement au niveau de certains organes (foie, pancréas), ainsi que des
modifications dans les proportions de chondroitine, dermatane et héparane sulfate au niveau
de 1a matrice extracellulaire [1997]. D’autres études ont montré, au niveau du pancréas d’un
modele murin CFIR (-/-), des. sécrétions hypersulfatées: la glycoprotéine «gp300»
(glycoprotéine majeure des cellules d’acinus de souris)'ne présente pas de modification de
sulfatation et de glycosylation, mais est beaucoup plus exprimée en surface des cellules, ce

qui favoriserait le développement de la maladie dans le pancréas [De Lisle, 1995].

Les mucines salivaires de patients CF contiennent plus de résidus de NeuAc, de Fuc et
plus de groupements sulfate que celles de sujets normaux [Camoy ef al., 1993]. Une
fucosylation accrue a également été démontrée dans des lignées cellulaires dérivées de
patients CF [Scanlin et al., 1985 ; Lazatin et al., 1994]. A

Des cellules dont le geéne CFTR porte la mutation AF508 synthétisent des
glycoprotéines membranaires ou sécrétées et des gangliosides moins sialylés que ceux de
cellules exprimant une protéine CFTR normale ou n’exprimant pas de protéine CFTR du tout
[Dosanjh et al., 1994]. De méme, Barasch et al. ont montré une diminution de la sialylation
des glycoconjugués sécrétés par des cellules de polypes nasaux de patients CF [1991]. Par
ailleurs, le groupe de Scanlin a décrit une augmentation de la fucosylation et une diminution
de la sialylation des glycoprotéines membranaireg dans des cellules CF, réversible quand ces

cellules expriment 1a protéine CFTR normale [Liu et al., 1998 ; Park et al., 1998].

Il semble donc que l'hypersulfatation observée au niveau des glycoconjugués dans la
mucoviscidose fasse l'unanimité, mais il existe un véritable paradoxe en ce qui concerne
l'acide sialique : les mucines sécrétées semblent é&tre hypersialylées, alors que les
glycoconjugués sécrétés ou membranaires de cellules en culture contiendraient moins d'acide

sialique que la normale.
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La premiére hypothése pour expliquer ces anomalies de sulfatation et de glycosylatibn
a été fournie par I’équipe de Barasch [Barasch et al., 1991]. La protéine CFTR a été localisée
au niveau des membranes de certains compartiments intracellulaires, en particulier celles du
trans-Golgi et du réseau transgolgien, des prélysosomes et des endosomes, ol elle aurait un
role dans la régulation du pH, via un échange CI/H'. Barasch et al. ont décrit dans des
cellules de patients CF une alcalinisation du trans-Golgi et du réseau transgolgien, résultant de
laltération du transport d’ions chlorures [1991]. Ce défaut pourrait expliquer les
modifications de glycosylation et de sulfatation observées dans la mucoviscidose : en effet, le
pH optimal des sialyltransférases est légérement acide, alors que celui des fucosyl- et
sulfotransférases serait plus basique [Al-Awqati et al., 1992]. L’alcalinisation favoriserait
donc I’action des fucosyl- et sulfotransférases, et diminuerait les activités sialyltransférasiques
[Barasch & Al-Awqati et. al., 1993]. L’hypersialylation des mucines salivaires et, au contraire,
I’hyposialylation des glycocoprotéines sécrétées ou membranaires de cellules CF, pourraient
correspondre a I’existence de sialyltransférases différentes (appartenant peut-étre a des types
cellulaires différents) intervenant dans la biosynthése de ces molécules : certaines
sialyltransférases seraient stimulées par une alcalinisation des compartiments golgiens,
d’autres pourraient voir leur activité diminuer lorsque le pH augmente. Néanmoins,
I’influence de la protéine CFTR sur le pH intracellulaire reste controversée [Seksek et al.,
1996]. _

L’hypothése formulée par Barasch pourrait expliquer 1’hypersulfatation,
I’hyperfucosylation et I’hyposialylation des glycoprotéines et glycolipides membranaires et
des glycoprotéines sécrétées par des cellules en culture, mais ne permet pas de comprendre
I'hypersialylation observée au niveau des mucines salivaires sécrétées in vivo. Une question se
posé alors : I'hypersialylation des mucines salivaires de malades CF est-elle un phénomeéne
primaire (directement 1ié au déficit touchant la protéine CFTR) ou secondaire a d'autres

phénoménes (I’inflammation ou I’infection par exemple) ?

Afin de vérifier que ’anomalie de sulfatation des mucines bronchiques dans la
mucoviscidose était liée & un phénomene primaire, et pas a un effet secondaire de colonisation
bactérienne chronique, Zhang et al. ont utilisé un modéle de xénogreffe humaine [1995] : ils
ont ainsi pu démontrer des différences de sulfatation entre mucines sécrétées par un
épithélium constitué de cellules bronchiques normales ou de cellules de patients CF, en
’absence de phénomeénes inflammatoires secondaires & I’infection bactérienne. La (_:orréiation

du génotype avec la sulfatation des mucines sécrétées a permis de distinguer deux groupes :

P
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un premier groupe dont les mutations entrainent une forte augmentation de la quantité.de
sulfate (c’est le cas de la délétion AF508), et un second n’ayant pas d’effet sur elle. Ces
résultats suggérent donc que le défaut de sulfatation dans la mucoviscidose serait primaire, du

moins dans le cas de la délétion AF508 qui est la mutation la plus fréquente.

D’autres auteurs ont remis en question la théorie de Barasch, suggérant que la protéine
CFTR pouvait réguler la concentration du donneur de sulfate, le PAPS, dans la lumiére des
compartiments intracellulaires, et donc influencer le processus de sulfatation [Pasyk &
Foskett, 1997]. La protéine CFTR normale permettrait de moduler le taux de PAPS dans
I’appareil de Golgi en permettant de faire repasser dans le cytoplasme une partie du PAPS,
alors qu’une protéine CFTR absente ou inactive entrainerait une accumulation de PAPS dans
les compartiments golgiens, et éventuellement une augmentation des processus de sulfatation.

Cette hypothése n'apporte pas d'explication aux anomalies de glycosylation.

Une autre hypothése a été suggérée concernant les anomalies de sulfatation : au niveau
des cellules épithéliales bronchiques, I’hypersulfatation des glycoconjugués ne serait pas due
a un défaut de transport du sulfate ni de quantité de sulfate intracellulaire, mais plutdt a des
perturbations dans 1’activation du sulfate intracellulaire en PAPS, ou dans le transfert de

sulfate, a partir du PAPS, sur les glycoconjugués [Mohapatra et al., 1995].

Ainsi, si I'hypersulfatation des glycoconjugués semble étre un phénoméne primaire,
directement 1ié aux mutations du géne CFTR, certaines anomalies de glycosylation (et en
particulier I'hypersialylation observée au niveau de mucines salivaires sécrétées par des
patients CF) pourraient avoir une autre origine. Ces observations ont donc conduit différents
groupes a explorer I'hypothese selon laquelle les anomalies de la glycosylation, sialylation ou
fucosylation, seraient liées a l'inflammation. En effet, les cellules en culture n’ont
certainement pas le méme environnement inflammatoire que les cellules muqueuses des
patients présentant une infection. Il est donc envisageable que, méme si 1’anomalie primaire
de 1a maladie semble diminuer les processus de sialylation, cette tendance puisse &tre inversée
in vivo du fait de la réaction inflammatoire.

Cette hypothése semblait particulierement intéressante car la mucoviscidose est une
maladie caractérisée par une forte réponse inflammatoire au niveau de la sphére broncho-

pulmonaire, avec production de mucus trés visqueux et surinfection par P. aeruginosa.

A\
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2. Inflammation bronchique et mucoviscidose

On a longtemps pensé que I'inflammation bronchique observée dans la mucoviscidose
était secondaire a l'infection par P. aeruginosa. Cette conception est actuellement discutée.

Des études récentes ont montré que Pinflammation était trés précoce chez les patients
CF, et qu’elle pourrait méme précéder ’infection bactérienne : Birrer et al. ont démontré la
présence d'élastase leucocytaire dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire de trés jeunes
enfants CF [1994]. Par ailleurs, en étudiant les liquides broncho-alvéolaires d'un groupe
d'enfants CF, infectés mais ayant un état fonctionnel respiratoire sensiblement normal,
Konstan et al. ont observé une élévation important du nombre de neutrophiles, ainsi que la
présence d'élastase active [1994]. Les liquides de lavages broncho-alvéolaires de patients CF
contiennent également des quantités importantes de différentes interleukines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, TNFa et IL-8) qui ne sont normalement pas présentes dans les
liquides de sujets normaux [Bonfield ez al.,. 1995b]. _

De plus, dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire de trés jeunes enfants (moins de
six mois) touchés par cette maladie, une quantité accrue de neutrophiles, d’élastase
leucocytaire et d’interleukine 8 (IL-8) a été observée en absence de tout pathogéne détectable
[Khan et al., 1995]. Ces expériences ont mis en évidence la présence d'une inflammation des
voies aériennes dés 1'age de quatre semaines.

Une étude récente a montré que les glandes sous-muqueuses bronchiques de patients
homoiygotes pour la délétion AF508 exprimaient des niveaux accrus d’IL-8, alors que les
niveaux d’IL-1 et dIL-6 ne différaient pas des sujets cohtrﬁles [Tabary et al., 1998].
Kammouni et al. ont montré que les cellules séreuses glandulaires de patients CF sécrétaient
plus d’IL-6 et d’IL-8 que celles de patients normaux, et que, contrairement aux cellules
normales, elles ne sécrétaient pas de TNFo en réponse au lipopolysaccharide (LPS) de
P. aeruginosa [1997]. L’augmentation sélective de I'IL-8, en ’absence de stimulus infectieux,
pourrait représenter un événement primaire responsable de l’initiation de I’inflammation
bronchique chez les patients CF. De plus, la présence de P. aeruginosa sur la muqueuse
bronchique entrainerait immédiatement la translocation dans le noyau du facteur de
transcription NF-kappaB, et ce dernier induirait 1’expression de I'IL-8 [Di Mango et al.,
1998]. '

N
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L’IL-10 est une cytokine régulatrice puissante, qui réduit la réponse inflammatoire et
la stimulation des lymphocytes T. Les cellules épithéliales de patients CF produisent moins
d'IL-10 que les cellules de sujets sains [Bonfield ez al., 1995a]. Il en est de méme pour les
lymphocytes CD4+ possédant une protéine CFTR mutée [Moss et al., 1996]. Au niveau du
poumon sain, il est trés probable que I’épithélium bronchique joue un réle dans la régulation
de la réponse inflammatoire locale, en produisant de I’'IL-10 qui diminue la réaction
inflammatoire. Dans 1’appareil respiratoire des patients CF, la diminution voire 1’absence de
la sécrétion d’TL-10 par les cellules épithéliales pourrait contribuer 4 augmenter

I’inflammation locale et les 1ésions tissulaires.

Des expériences réalisées chez la Souris confirment ces anomalies de la réponse
inflammatoire. La diminution de la clairance muco-ciliaire et 1’inflammation de la sous-
muqueuse bronchique représenteraient des événement trés précoces, antérieurs a la
colonisation bactérienne [Zahm et al., 1997]. De plus, des souris homozygotes pour la
mutation S489X du géne CFTR développent une réponse inflammatoire excessive lors d’une
infection par P. aeruginosa par rapport a des souris contrbles [Heeckeren et al., 1997]‘. |

Le lien éventuel entre mutations de la protéine CFTR et réaction inflammatoire trés

précoce et/ou excessive reste inexpliqué.

On peut aussi s’interroger sur le role de I’inflammation pulmonaire, et peut-&tre des
cytokines pro-inflammatoires présentes en quantité accrue dans les lavages broncho-
alvéoléires de patients CF (combinées a un déficit en cytokine anti-inflammatoire IL-10), sur
’expression accrue de certains épitopes glycanniques pén'phériques des mucines bronchiques.
Ces épitopes pourraient étre des ligands préférentiels pour P. aeruginosa, et ainsi expliquer la
colonisation de I’arbre trachéo-bronchique par cette bactérie, et sa persistance dans la

maladie.

I1I. Inflammation et glycosylation

1. Exemple des modifications de glycosylation des protéines de la phase

aigué de I’inflammation
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Certaines études démontrent que les phénomenes inflammatoires peuvent entrainer des
modifications de glycosylation des glycoprotéines. Les «protéines de la phase aigué» sont des
prc;téines synthétisées par le foie, dont la concentration sérique se modifie au cours de la
réaction inflammatoire. Certaines glycoprotéines, comme l'o;-glycoprotéine acide (ou
orosomucoide), Vo?ent leur concentration augmenter au cours d'états inflammatoires aigﬁs. Le
mode d’activation, pour P’aq-glycoprotéine acide et d’autres protéines de la phase aigug,
comme les protéines SAA (pour Serum Amyloid A), peut impliquer différents facteurs de
transcription, dont le facteur NF-kappaB. Ce facteur de transcription ubiquitaire gouverne
I’expression de nombreux genes : cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion et certaines
protéines de la phase aigué€ chez I'individu sain, ainsi qu’a différents stades pathologiques
[Chen et al., 1999]. Le facteur NF-kappaB et une phosphoprotéine de 140 kDa (nommée
Nopp 140) peuvent, par interaction avec différents activateurs, entrainer 1’induction de
I’expression du geéne de a.-glycoprotéine acide [Lee et al., 1996]. De méme, les mécanismes
impliqués dans le contrble positif ou négatif de 1’expression des génes des protéines SAA
mettent en jeu le facteur NF-kappaB, son inhibiteur I-kappaB, ainsi que d’autres facteurs de
transcription et répresseurs [Jensen & Whitehead, 1998].

Deux types de modifications glycanniques de 1’a-glycoprotéine acide ont été
observées au cours d’états inflammatoires aigus : une augmentation du nombre des antennes
et des modifications de la glycosylation terminale. La modification de «1’antennarisation» des
N-glycannes hépatiques est sous la dépendance de cytokines, comme I’IL-1, I’'[L-6 et le
TNFo [Mackiewicz et al., 1989 ; Pos et al., 1990]. Dans les états inflammatoires aigus [De
Graaf et al., 1993], dans le choc septique [Brinkman-van der Linden et al., 1996], au céurs de
la polyarthrite évolutive [Jorgensson et al., 1998], dans le syndrome d’hyper-IgD [Havenaar
et al., 1995], une augmentation de I’expression de I’antigéne sialyl Le"* sur I’a;-glycoprotéine
acide est observée. Il a été suggéré que Phyperexpression de I’épitope sialyl Le* sur
1’0.i-glycoprotéine acide pourrait exercer un effet inhibiteur sur la reconnaissance des
leucocytes par les sélectines et sur ’efflux des leucocytes au niveau des foyers inflammatoires
[van Dijk et al., 1998]. L’a;-glycoprotéine acide ainsi modifiée exercerait un role de
modulateur de la réponse inflammatoire.

La présence accrue du déterminant glycannique sialyl Le* a également été démontree
en périphérie des mucines coliques de patients atteints de cancers coliques [Hanski et al.,
1993], sur les glycoprotéines mem‘branaires de la prostate en cas de cancer [Martensson et al "

1995], ainsi qu’en cas de cancer du poumon [Fukuoka et al., 1998]. La surexpressidh du sialyl

D
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Le™ serait liée au potentiel métastatique et invasif des cancers, affections dans lesquelles la

réaction inflammatoire est souvent importante.

Nous nous sommes alors posé la question de savoir si I’inflammation broncho-
pulmonaire trés précoce dams la mucoviscidose ne pourrait pas entrainer des
modifications de glycosylation/sulfatation des mucines bronchiques sécrétées par les

patients CF, aboutissant a une surexpression du déterminant sialyl Le* et de ses dérivés.

Nous nous sommes interrogés sur plusieurs points :

(i) les mucines bronchiques de patients CF contiennent-
elles plus d'acide sialique que celles de patiénts atteints de
bronchite chronique ?

(ii) si oui, cette hypersialylation est-elle corrélée a la
mucoviscidose (anomalie primaire) ou bien aux phénoménes
d'infection/inflammation (anomalie secondaire) ?

(iii) Phypersialylation serait-elle corrélée a une sur-
expression de I'épitope glycannique sialyl Le*, dont I’expression

semble fortement liée a Pinflammation ?

2. Influence des cytokines sur la sécrétion et la glycosylation‘des mucines

‘De nombreux travaux, dont la majorité concernent le TNFa. (cytokine initiatrice de la
réponse inflammatoire) et I’TL-4, suggérent que les cytokines ont une influence directe sur la
sécrétion et la glycosylation des mucines dans de nombreux mod¢les.

2.1 Le facteur o de nécrose tumorale (INF o)

2.1.1. Modifications de sécrétion et de glycosylation des mucines

Une hypersécrétion de mucines induite par le TNFo, a été décrite dans de nombreux
modéles : au niveau d’explants bronchiques humains en culture [Levine ef al., 1995], dans des
cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques [Fisher et al., 1995 ; Levine et al.,
1995], dans des cellules d’adénocarcinome colo-rectal [Novotny-Smith et al., 1993], et dans

des cellules épithéliales d’oreille moyenne de Chinchilla [Lin ez al., 1998].

2
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Dés modifications de glycosylation des mucines intestinales de Lapin ont également
été observées [Wanke & Bistrian, 1997], ainsi que des modifications de sulfatation des
rﬁﬁcines intestinales sécrétées par les cellules caliciformes en réponse a une infection par
Salmonella [Arnold et al., 1993]. Majuri et al. ont également montré que le TNFa induisait
une augmentation de Dexpression et des activités o2-3-sialyl- et al-3/4-fucosyl-
transférasiques, eﬂzymes responsables de la biosynthése de déterminants glycanniques sialyl

Le™? dans des lignées d’adénocarcinomes coliques [1995].

En plus de ces effets sur la sécrétion et la glycosylation des mucines, le TNFo induit
des effets pléiotropes sur les cellules productrices de mucus : dédifférenciation [Hamada et

al., 1991], hyper- [Lou ef al., 1998] ou hypoplasie des cellules épithéliales [Jarry et al., 1992].

L'effet du TNFo sur Ia sécrétion et la glycosylation
des mucines décrit dans de nombreux modéles nous a incitée
a étudier P’influence de cette cytokine pro-inflammatoire sur
la sécrétion et la glycosylation (sialylation, fucosylation,
sulfatation) des mucines sécrétées par une lignée de cellules
d’origine glandulaire bronchique humaine, nommée MM-39.
Ces cellules possédant un faible potentiel basal de
fucosylation et de sulfatation, méme aprés stimulation par le
TNFa, nous avons poursuivi cette étude sur des explants de
muqueuse bronchique humaine. En effet, la muqueuse
bronchique humaine contient des activités glycosyl- et
sulfotransférasiques plus élevées que celles des cellules
MM-39 et qui, de plus, sont capables de synthétiser I’épitope
6-sulfo sialyl Le". '

2.1.2. Transduction du signal du TNFo,

Lorsque le TNFa se lie 3 son récepteur en surface de la cellule cible, le récepteur
passe sous une forme activée, ce qui stimule des voies de signalisation intracellulaires,

conduisant 2 des modifications d’expression de certains génes de la cellule, de la traduction et
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du métabolisme de protéines, aboutissant finalement & des phénoménes tels que la
différentiation, la prolifération ou la mort qellulaire.

' Trois voies de transduction ont &té ‘identiﬁées : la premiére fait intervenir la
phospholipase A2 [Neale et al., 1988], la deuxiéme dépend de la phospholipase C, spécifique
de la phosphati‘dylcholine (PC-PLC) [Prasanna et al., 1998], la troisiéme voie est celle.de la
sphingomyélinase tPeraldi et al., 1996].

Le facteur de transcription le plus clairement impliqué dans la transduction du signal
du TNFo. est le NF-kappaB. La forme la plus fréquente du complexe NF-kappaB est un
hétérodimeére p50/p65, lié & I’I-kappaB, protéine inhibitrice empéchant la translocation du
dimére dans le noyau. L’activation par le TNFa du complexe NF-kappaB procéde par la
phosphorylation de I'I-kappaB, permettant la dégradation de cet inhibiteur. Outre le NF-
kappaB, le TNFo active également quatre autres facteurs de transcription, dont I’AP1
(constitué d’homodimeres c-jun ou d’hétérodimeres c-jun/c-fos), le NF-GMa, I'IRF-1 et -2.
Par conséquent, le TNFa active une gamme de génes trés étendue, et induit la production
consécutive de cytokines, facteurs de croissance, protéines du CMH (pour Complexe Majeur
d’Histocompatibilité), molécules d’adhérence, et glycoprotéines de la phase aigug. Le TNFa
pourrait également stimuler I’expression des génes de mucines MUC2 et -54C qui possédent
dans leur promoteur une séquence de fixation pour le facteur NF-kappaB [Li et al., 1998a,

1998b], ainsi que 1’expression de glycoprotéines de la phase aigué.
2.2. L’interleukine 4 (IL-4)

L’IL-4, qui jouerait un role important dans certaines formes d’asthme, induit une
hypersécrétion de mucus ainsi qu’une augmentation de I’expression du géne de mucine
Muc5AC dans le poumon de Souris, ainsi qu’au niveau de cellules murines bronchiques en
culture [Temann et al., 1997 ; Dabbagh et al., 1999]. L’IL-4 serait également impliquée dans
la différentiation de Pépithélium bronchique en cellules caliciformes muci-sécrétantes
[Dabbagh et al., 1999]. Des résultats inverses ont ét¢ décrits concernant des cellules trachéo-
bronchiques humaines en culture, pour lesquelles I'IL-4 a un effet inhibiteur sur la sécrétion
de mucines et sur I'expression des génes de mucines MUCSAC et -5B [Jayawickreme et al.,
1999]. ‘
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Au total, I’inflammation et les cytokines semblent avoir un effet sur la synthése et la

glycosylation d’un certain nombre de protéines.
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I. Etude de la sialylation, la sulfatation et de I’expression
~de Dépitope sialyl Le* au niveau de mucines
bronchiques de patients atteints de mucoviscidose ou de

bronchite chronique, infectés ou non.

Outre I’hypersulfatation des mucines bronchiques sécrétées par des patients CF, il a
également été montré que les mucines salivaires de ces malades, qui sont mieux reconnues par
différentes souches de P. aeruginosa que les mucines salivaires de sujets normaux, étaient a la
fois plus sulfatées, plus fucosylées, et plus sialylées [Camoy et al., 1993]. Il existe un
véritable paradoxe concernant la sialylation des glycoconjugués CF : si les glycoconjugués
membranaires ou sécrétés par les cellules CF semblent contenir moins d’acide sialique que la
normale, les mucines salivaires de patients CF sont hypersialylées.

Nous avons donc cherché a savoir si, dans les formes sévéres de mucoviscidose, les
mucines bronchiques ne présenteraient pas, outre des anomalies de sulfatation qui' seraient
liées au déficit primaire de la maladie, d’autres anomalies post-traductionnelles (de sialylation
et de fucosylation) liées & la réponse inflammatoire et qui pourraient faire le lit de la

colonisation par P. aeruginosa.
Plusieurs observations nous ont incités a entreprendre cette étude :

® la démonstration de la précocité de 1’inflammation dans la mucoviscidose [anﬁeld etal.,
1995a] ;

% [P’observation, faite par le groupe de van Dijk, de modifications profondes de la
fucosylation de certaines glycoprotéines de la réponse inflammatoire (les acute phase
proteins), avec notamment I’hyperexpression de ’épitope sialyl Le*, qui est un bon ligand des

sélectines [Brinkman-van der Linden et al., 1996] ;

% la mise en évidence d’autres anomalies post-traductionnelles des mucines salivaires des
sujets CF (en dehors “de I’hypersulfatation), notamment d’hypersialylation et
d’hyperfucosylation [Carnoy et al., 1993];
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% 1la présence de nombreux épitopes sialyl Le* et de leurs dérivés sulfatés dans les mucines

b_rbnchiques humaines, notamment de sujets CF [Lo-Guidice et al., 1994].

Nous avons donc purifié 38 mucines bronchiques de patients atteints de
mucoviscidose ou de bronchite chronique, infectés ou non, et étudié (i) leur composition en
sulfate et acide sialique et (ii) I’expression de 1’épitope glycannique sialyl Le* en périphérie
de ces mucines.

Le but de ce travail était de savoir s’il existait un lien entre les anomalies des
glycosylation/sulfatation des mucines bronchiques et (i) le déficit primaire de la maladie ou
(ii) le degré d’inflammation des malades, évalué par le rapport de 1’absorbance 3 260 nm

(acides nucléiques) sur ’absorbance a 520 nm (copule glucidique).

Ces résultats ont été publiés dans la revue Glycobiology sous le titre : «The
sialylation of bronchial mucins secreted by patients suffering from cystic fibrosis or
from chronic bronchitis is related to the severity of airway infection. (1999)
Glycobiology, 9, 311-321».
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Bronchial mucins were purified from the sputum of 14 patients
suffering from cystic fibrosis and 24 patients suffering from
chronic bronchitis, using two CsBr density-gradient centri-
fugations. The presence of DNA in each secretion was used as
an index to estimate the severity of infection and allowed to
" subdivide the mucins into four groups corresponding to
infected or noninfected patients with cystic fibrosis, and to in-
fected or noninfected patients with chronic bronchitis. All
infected patients suffering from cystic fibrosis were colonized
by Pseudomonas aeruginosa. As already observed, the mucins
from the patients with cystic fibrosis had a higher sulfate content
than the mucins from the patients with chronic bronchitis.
However, there was a striking increase in the sialic acid content
of the mucins secreted by severely infected patients as com-
pared to noninfected patients. Thirty-six bronchial mucins
out of 38 contained the sialyl-Lewis x epitope which was even
expressed by subjects phenotyped as Lewis negative, indicating
that at least one o1,3 fucosyltransferase different from the
~ Lewis enzyme was involved in the biosynthesis of this epitope.
Finally, the sialyl-Lewis x determinant was also overexpressed
in the mucins from severely infected patients. Altogether
these differences in the glycosylation process of mucins from
infected and noninfected patients suggest that bacterial infec-
tion influences the expression of sialyltransferases and ol,3
fucosyltransferases in the human bronchial mucosa.

Key words: fucosyltransferases/inflammation/sialic acid/
sialyl-Lewis x/sialyltransferases

Introduction

Cystic fibrosis (CF), a general exocrinopathy, is the most frequent,
lethal inherited disease affecting Caucasians (Welsh et al., 1995). CF
is due to alterations of the CF gene encoding the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) (Welsh et al.,
1995). CFTR is a cAMP-regulated chioride channel but has other
functions such as regulation of sodium channels, outwardly
rectifying chloride channels, and also transport of ATP (Boucher,

1994; Welsh et al., 1995; Devidas and Guggino, 1997). CF

patients usually suﬂ'er from chronic lung infection by Pseudomonas
aeruginosa leading to a progressive and destructive lung disease.
The pathophysiology of the chronic lung infection is not well

© 1999 Oxford University Press

understood. CF respiratory cells have defective chloride secretion
and elevated sodium absorption (Boucher, 1994), and lung
infection may result from an alteration of the airway mucociliary
clearance and/or from abnormalities in the defense mechanisms
related to abnormal jon and water movements across the airway
epithelium (Smith et al., 1996; Goldman et al., 1997). However,
the jon concentration of airway surface liquid of patients suffering
from cystic fibrosis is currently a matter of debate (Knowles et al.,
1997). In addition to its role on jon movements, CFTR may
influence the processing of glycoproteins and alterations of the
CF gene may affect the biosynthesis of airway mucins.

Human airway mucins are high molecular weight and heavily
glycosylated glycoproteins synthesized in goblet cells and
bronchial glands of the human airway mucosa. They are encoded
by several mucin genes and the synthesized apomucins undergo
very diverse posttranslational modifications leading to hundreds
of different carbohydrate chains that can be devoid of acidic
residues or substituted by N-acetylneuraminic acid and/or sulfate
groups (Roussel and Lamblin, 1996). These airway mucins are
part of the mucociliary escalator which normally removes inhaled
particles or microorganisms, and the carbohydrate chains are
believed to act as recognition sites for bacteria or viruses. As a matter
of fact, several neutral or sialylated carbohydrate chains analogous
to carbohydrate chains of airway mucins may be recognized by
different microorganisms (Roussel and Lamblin, 1996).

Altered sulfate content of airway mucins from CF patients has
been reported (Roussel et al., 1975; Boat et al., 1976; Lamblin et
al., 1977; Chace et al., 1985). Since the airways of these patients
are usually heavily infected, especially by P.aeruginosa, the
relationship of such mucin abnormalities with the primary defect
of cystic fibrosis has been questioned for a long time. However,
altered sulfation and glycosylation of glycoproteins secreted by
CF cells in culture (Frates ez al., 1983; Cheng et al., 1989; Barasch
et al., 1991; Barasch and Al-Awgqati, 1993) as well as hypersulfation
of CF human airway mucins secreted by a Xenograft model of CF
airway mucosa have also been reported (Zhang ét al., 1995). The
lack of infection in the xenograft model suggests a link between
hypersulfation of CF mucins and the primary defect of the
disease, Nevertheless, there is so far no evidence for an
involvement of sulfate groups in the ablhty of airway mucins to
bind to P.aeruginosa.

More recently, much attention has been paid to the precocity
of lung inflammation in CF patients (Birrer et al., 1994; Konstan
et al., 1994; Bonfield et al., 1995a,b) and to the excessive
inflammatory response of CF mice to bronchopulmonary infection
with Paeruginosa (Heeckeren et al., 1997). Therefore, the question
of whether or not mucosal alterations due to inflammation pave the
way for subsequent bacterial colonization is a matter of debate.

Inflammation as such may modify certain glycoproteins.
Quantitative alterations of acute phase glycoproteins synthesized
in the liver in relation to inflammation are well known but several
recent reports have indicated possible glycosylation alterations of
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Fig. 1. CsBr density-gradient centrifugation profiles of two mucin preparations obtained from an infected patient sufferinig from cystic fibrosis (A and C) and
from a noninfected patient suffering from chronic bronchitis (B and D). Sputum supernatants (80 mg) were submitted to a first step of density-gradient centrifugation
(A and B). Fractions 1-3 were collected, treated by nucleases and glycosaminoglycan-degrading enzymes, and further submitted to 4 second step of density-gradient
centrifugation (C and D). The purified mucins were collected in tubes 1-3, Open boxes indicate Aggpnm and solid circles Asponm: dotted line signifies density.

acute phase glycoproteins such as an increased expression of
sialyl-Lewis x epitopes in relation to the secretion of cytokines
(De Graaf et al., 1993; Havenaar et al., 1995). Many carbohydrate
chains containing the sialyl-Lewis x epitope have been isolated
from mucins secreted by patients suffering either from cystic
fibrosis or from chronic bronchitis (Lamblin ez al., 1984; Breg et
al., 1987; Van Halbeek et al., 1988; Klein et al., 1993). One may
therefore raise the question of an alteration of the glycosylation
process in the airway mucosa of severely infected patients,

In the present work, we purified 38 mucins secreted by

patients, severely infected or not, suffering either from cystic

fibrosis or from chronic bronchitis and we compared their sjalic
acid and sulfate contents, as well as the sialyl-Lewis x expression.
The mucins from infected patients were more sialylated and
contained more sialyl-Lewis x epitopes than the mucins from not
severely infected patients.

Results
Bronchial mucin purification and estimation of infection

Moucin isolation from the 38 samples of the patients under study
(14 patients suffering from cystic fibrosis and 24 patients
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suffering from chronic bronchitis) was performed by a first step

of density-gradient centrifugation. Figure 1 shows typical

separations obtained from the sputum’ of an infected patient

suffering from cystic fibrosis (Figure 1A) and from the sputum of
a noninfected patient suffering from chronic bronchitis (Figure 1B).

In the CF sample, the high-density, orcinol-reactive fraction.
containing the mucins exhibits a high absorbance at 260 nm,

suggesting the presence of nucleic acid (Figure 1A). The presence

of nucleic acid in this mucin fraction was detected by agarose

electrophoresis (Figure 2). Mucins were intensively stained by

Schiff-periodate in the two samples, whereas the anodic band

stained with toluidine blue and corresponding mostly to nucleic

acid was only visualized in the CF sample (Figure 2).

We therefore attempted to estimate an index of infection of each
sample by calculating the following ratio: absorbance at 260 nm
(nucleic acid estimation)/absorbance at 520 nm with orcinol
(carbohydrate reaction). As shown on Figure 3, comparison of
this index with the presence or absence of nucleic acid on agarose
electrophoresis after the first step of density-gradient centrifugation
allowed a subclassification of the 38 patients into a group of 20
infected patients (ratio above 1.1) and another group of 18 mildly
(or non-) infected patients (ratio below 1.1). The first group

- corresponded to young CF patients (Table I, patients 1-13) and
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Fig. 2.Comparative study on agarose gel electrophoresis of the
mucin-containing fractions obtained by CsBr density-gradient centrifugation -
(1st step in Figure 1) of sputum supernatants from a noninfected patient
suffering from chronic bronchitis and from an infected patient suffering from
cystic fibrosis. The gels were stained by periodic acid-Schiff (a) and by
toluidine blue (b). Mucins are visualized by periodic acid-Schiff. In contrast

to the sample from the noninfected patient, the sample from the infected
patient contains an anodic band stained by toluidine blue corresponding
mostly to nucleic acids.

to older patients suffering from chronic bronchitis (Table I,
patients 15-21). In this group of severely infected patients, all the
CF patients and three CB patients (patients 15, 19, and 21) were
colonized by P.aeruginosa, whereas the other patients suffering
from chronic bronchitis (patients 16, 17, 18, and 20) were
colonized by other bacteria (data not shown). The second group
corresponded to 17 adult patients suffering from chronic bronchitis
(Table I, patients 22-38) and to one CF patient (Table I, patient
14) who were not or only mildly infected (the detailed germ
analyses are not shown). Patient 14, although harboring some
P.aeruginosa, was mildly infected at the time his sputum was
sampled.

After the first step of centrifugation, the mucin fractions were
treated by nucleases and glycosaminoglycan-degrading enzymes
to remove the contaminating nucleic acids and proteoglycans if
. any (Rahmoune et al., 1991). They were further purified using a
second Step of density-gradient centrifugation (Figure 1C,D).

Sulfate content of the 38 bronchial mucins

The sulfate content of the 38 mucins is reported in Table I. The
average sulfation of bronchial mucins from patients suffering

Sialylation of human bronchial mucins and airway infection
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Fig. 3. Determination of the ratio Aggonm (nucleic acids)/As20nm
(neutral sugar) in the mucin preparations (1st step of CsBr density-gradient
centrifugation) from infected (» = 20) and noninfected patients (» = 18).

from cystic fibrosis (3.31% +.0.25) was higher than that of mucins
from the patients suffering from chronic bronchitis (2.67% +
0.56), and the difference was significant (P = 0.024). Moreover,
the average sulfation of bronchial mucins from the 20 infected
patients suffering from cystic fibrosis or from chronic bronchitis
(3.16% = 0.18) was also higher than that of the mucins from the
18 noninfected patients (2.62% + 0.15), and the difference was
significant (P = 0.014).

Sialic acid content of the 38 bronchial mucins

The 38 individual mucins were also investigated for their
N-acetylneuraminic acid content (Table I). Comparison of the
two groups of patients according to infection showed that the
mucins of the infected patients had a higher sialic acid content
(mean: 7.18%) than that of the mucins from noninfected patients
(mean: 3.92%; Table II). This difference is highly significant.
‘When the two groups of patients suffering from cystic fibrosis or
from chronic bronchitis were subdivided according to infection,
one could observe that the sialic acid contents of the mucins from

-the infected patients suffering either from cystic fibrosis or from

chronic bronchitis were significantly higher than those of the
noninfected patients (Figure 4, Table II)..

313



M.Davril et al.

Table L Sulfate, sialic acid and sialyl-Lewis x contents of 38 human respiratory mucins from infected or noninfected patients suffeﬁng from cystic fibrosis or
from’ chronic bronchitis

Patient Mutations Pa, Be? A260nm/Aspoom  Sulfated Sialic acid® Sialyl-Lewisx®  Phenotyped
1CF - AFSO3LLI3TR Pa 63 48 » 9.1 102 SelLe
2CF AF508/S125IN  Pa - 2.1 2.7 92 175 sefle
3CF AF508/S125IN  Pa ' 19 2.9 79 1.98 sefle

. 4CF AF508/AF508 Pa 23 3.1 80 0.96 Se/Le
5CF AF508/AF508 Pa. 14 3.1 60 119 Se/Le
6 CF AF508/2184DelA-  Pa 15 5.6 52 149 Se/Le
7CF AF508/ Pa 18 33 62 151 Se/Le

C1717-1G-A '

8CF AF508/unknown  Pa 42 33 82 0.66 sefle
9CF N.D. Pa 15 3.6 47 0.81 Sefle
10 CF AF508/AF508 Pa+Bc 40 22 10.0 123 Se/Le
11 CF AF508/2143DeIT  Bc 2.5 25 8.5 1.33 Se/Le
12 CF AF508/unknown  Pa+ Bc 14 2.6 72 0.67 Se/Le
13 CF AF508/AF508 Pa+Bc .57 2.7 9.4 0.81 . SelLe
14 CF AF508-/- Pa 0.8 39 16 0.02 Selle
15CB N.D. Pa 2.7 34 43 1.50 Se/le
16 CB N.D. 3.4 33 9.7 0.94 Se/Le
17CB N.D. 17 32 2.0 082 SefLe
18CB N.D. 4.6 26° 82 131 Se/Le
19 CB N.D. Pa 14 2.5 6.5 114 Se/Le
20CB N.D. 1.8 33 538 1.03 se/Le
21 CB N.D. Pa 2.7 2.5 76 1.00 SefLe
22CB N.D. 0.6 32 6.3 0.94 Se/Le
23 CB N.D. 0.4 23 3.1 1.02 SefLe
24 CB N.D. 0.9 40 13 0.03 Se/Le
25CB N.D. Pa 0.6 24 47 144 Sefle
26 CB N.D. 0.7 26 33 0.67 se/Le
27CB ND. . 04 21 40 126 .~ SelLe
28 CB ND. 0.5 18 3.1 144 SefLe
29 CB N.D. 0.9 22 49 . 0.67 SefLe
30 CB N.D. 0.4 28 6.1 085 se/Le
31CB-  ND. 11 23 42 1.10 SelLe
32CB N.D. 0.4 20 3.0 1.19 Se/Le
33 CB N.D. 0.3 16 35 0.67 SefLe
34CB N.D. : 0.4 25 58 090 Se/le
35CB N.D. 0.5 2.9 32 051 se/Le
36 CB N.D. 0.4 3.1 24 014 Sefle
37CB N.D. 0.4 2.9 S 0.13 Se/Le

38CB N.D. 0.7 2.5 7.5 141 Se/Le

N.D., Not determined

3Py, Presence of Pseudomonas aeruginosa; Be, presence of Burkholderia cepacia.

bSulfate and sialic acid are expressed in % by weight.

°’I‘he reactivity of the mucin samples with the anti-sialyl- Lew13 X mADb was determined in ELISA assay by measuring absorbance at 490 nm.,
dThe determination of the secretor and Lewis status of each mucin is indicated in Table I
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Table IL Comparison of the sialic acid content and of the sialyl-Lewis x reactivity of the bronchial mucins from infected and noninfected patients suffering

from cystic fibrosis or from chronic bronchitis

Mucin origin No. subjects - Sialic acid? P Sialyl-Lewis x? P

Infected (CF + CB) 20 7.18 £ 0.46 0.0001 (inf vs. non-inf) 1.16 £0.08 0.035 (inf. vs. non-inf)
Noninfected (CF + CB) 18 3921041 : _ 0.80+0.11

Infected CF . - 13 7.66 +0.47 NS (inf CF vs. inf CB) 1.19+0.12 NS (inf CF vs inf CB)
Noninfected CF 1 1.6 0.02

Infected CB 7 6.30 £ 0.97 0.04 (inf. CB vs. non-inf CB) 1.11+0.09 NS (inf. CB vs. non-inf CB)
Noninfected CB Y 4.06+0.41 NS (inf CF vs. non-inf CB)

0.0001 (inf CF vs. non-inf CB)  0.85£0.11

The mucins were obtained fiom infected (inf) or non-infected (non-inf) mucus samples from patients suffering from cystic fibrosis (CF) or from chronic

bronchitis (CB). .

2Mean + SEM. Sialic acid is expressed in % by weight.

bMean + SEM. The reactivity of the mucin samples with the anti-sialyl-Lewis x mAb was determined in ELISA assay by measuring absorbance at 490 nm.
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Fig. 4. N-Acetylneuraminic acid content of purified mucins from infected
(inf) and noninfected (non-inf) patients suffering either from cystic fibrosis
or from chronic bronchitis. Means + SEM are indicated in Table IL

Secretor and Lewis phenotyping of the purified mucins

The secretor and Lewis phenotypes were checked before assaying
the sialyl-Lewis X reactivity of the 38 mucins. Figure 5
summarizes the pathways including the fucosyltransferases
Fuc-TII (secretor enzyme) and Fuc-TII (Lewis enzyme) which
are supposed to be involved in the biosynthesis of the different
secretor and Lewis epitopes of human bronchial mucins.

In order to establish the secretor status of the mucins, ELISA
assays were used with both the anti-H mAb and the Ulex
europaeus lectin which recognize the H-type 2 antigen. Anti-
Lewis a and anti-sialyl-Lewls a mAbs were used to assess the
Lewis status of themucins. The simultaneous expression of H and
Lewis determinants was assessed using anti-Lewis b and
anti-Lewis y mAbs (see Figure 5 and Table TII).
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3 3 3
?51' I GB‘!’ > (23[31’

SA a2/ ST3 Fuc-Tll Fol
Fuc-TllIl l | l Fuc-TIll
Fai~ 4:9n Fa1=-4Gn  Fa1=4Gn
C g Gp1-° Gp1e
SA «2” 2
sialyl-Le? Led Fal | b

biosynthesis of sialyl-type 2, sialyl-Lewis Xx,
Lewis x, H2 and Lewis y epitopes

sialyl-type 2 type 2 H2
Gp1-4Gn < Gpt-4Gn—> (23|31 -4Gn
. 3 ST
SA o ST3 Fuc-Tli Fo]
Fuc-TII
rue l l l Fuc-Til
| Gm-4Gn]  Gm-aGn  Gpi-4Gn
E ’3 3 : ,3 I2 ,3
1 SA o2 Fo1/ ': Fai Fol Fad
| sialyl-LeX

LeX LeY

Fig. 5. Biosynthesis of Lewis and H mucin epitopes. G, Galactose; Gn, -
N-acetylglucosamine; F, fucose; SA, N-acetylneuraminic acid; ST3,
02,3-sialyltransferase; Fuc-T1I, o1,2 fucosyltransferase; Fuc-TII, al,3/4
fucosyltransferase. '
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Table Il Determination of the Secretor and Lewis phenotypes of 38 respiratory mucins

Patient H Ulex LeY Leb Le? Sia-Le? Phenotype ABO
1CF 0.40 0.49 0.17 0.54 0.09 038 Se/Le )
2CF 001 0.01 0.00 0.01 0.09 0.05 sefle 0
3CF 001 0.00 0.00 0.02 000 0.09 sefle 0
4CF 0.52 0.79 021 0.69 0.05 0.44 Se/Le 0
5CF 0.94 0.98 0.54 0.81 0.12 0.19 Se/Le 0
6 CF 0.81 117 0.13 1.05 026 036 Se/Le o
7CF 128 . 197 028 . 1.34 0.06 0.10 Se/lLe 0
8 CF 003 0.05 0.07 0.1 0.03 0.17 sefle 0
9CF 0.20 © ool 0.08 0.01 0.02 0.00 Se/le o)
10CF 0.66 0.60 0.83 0.90 0.16 031 SelLe 0
11 CF 0.87 0.58 0.83 1.04 0.10 0.12 Se/Le o
12CF 028 036 031 047 0.02 0.17 Se/Le o)
13CF 0.06 0.03 011 0.15 0.02 0.42 Se/Le A
14 CF 0.06 0.18 0.02 0.39 0.06 0.01 SelLe A
15CB 1.17 115 029 0.03 0.03 0.00 Sefle 0
16 CB 031 0.09 029 0.60 0.20 0.28 Se/Le o
17CB 134 134 0.48 1.40 0.25 0.07 Se/Le 0
18 CB 0.57 0.2 0.43 0.56 0.02 0.18 Se/Le )
19CB 0.08 0.03 0.06 032 0.29 0.24 Se/Le A
20 CB 0.03 0.01 0.03 0.18 0.79 1.61 se/Le A
21 CB 0.02 0.00 0.07 026 0.14 0.4 Se/Le B
22CB 027 0.17 0.20 041 0.02 0.13 Se/Le 0
23 CB 121 134 0.28 1.05 0.22 0.24 Se/Le )
24 CB 0.22 0.19 0.05 0.65 0.20 0.03 Se/Le 0
25 CB 1.82 2.07 0.18 0.01 0.02 0.00 Sefle 0
26 CB 0.00 0.00 0.01 0.86 1.22 1.07 se/Le )
27CB 1.25 1.21 0.20 " 0.99 0.11 0.04 Se/Le o
28 CB 1.49 1.53 0.12 1.23 0.35 027 SelLe 0
29 CB 0.82 0.66 0.60 0.60 0.04 0.12 Se/Le )
30CB 0.01 0.01 0.02 0.28 0.54 1.07 se/Le 0
31CB 1.49 123 0.70 1.00 021 012 Se/Le )
32CB 1.73 1.90 030 127 0.43 021 Se/Le o)
"33CB . 0.74 0.75 0.16 0.53 0.02 012 SelLe 0
34CB 0.95 0.6 0.96 071 0.03 029 Se/Le o
35 CB 0.01 0.00 0.04 0.90 1.95 0.83 sefLe o)
36 CB 0.03 0.11 020 0.00 0.00 0.00 _ Sefle o]
37CB 1.03 176 0.60 0.72 0.06 0.02 SelLe 0
38 CB 0.06 0.02 0.18 037 038 0.60 Selle A

The reactivity of the mucin samples with the lectin (Ulex) and mAbs was determined in ELISA assay by measuring absorbance at 490 nm.

The two patients (patients 2 and 3) whose mucins did not react
with the Ulex lectin or anti-Lewis antibodies (Table III) were
genotyped for the 428G-A mutation of the secretor gene (FUT2)
and for the most frequent mutations of the Lewis gene (FUT3).
They were characterized as homozygotes for the mutation
428G-A of the FUT2 gene and compound heterozygotes for the
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FUT3 gene (59T-G and 1067T-A for one allele, and 202T-C and
314C-T for the other). Therefore, the genotyping of these two
patients confirmed the phenotyping of their mucins: these
patients did not express active fucosyltransferase Fuc-TII or
Fuc-TIIL. o ' T



Sialyl-Lewis x expression in the 38 bronchial mucins

The sialyl-Lewis x reactivity of the purified mucins is presented
in Table I. Comparison with the secretor and Lewis status (Table
) shows that mucins from seven patients (patients 2, 3, 8, 9, 15,
25, and 36) phenotyped as Lewis negative have a sialyl-Lewis x
reactivity. This indicates that the expression of sialyl-Lewis x in
these patients implies a fucosyltransferase which is different from
the fucosyltransferase Fuc-TIIL

The comparison of the different groups of airway mucins is
shown on Table II. The average sialyl-Lewis x reactivity of the
infected samples is higher than that of noninfected samples but
there is no significant difference between mucins secreted by CF
patients and mucins secfeted by patients suffering from chronic
bronchitis.

Discussion

In the present work, we compared the sulfate and sialic acid
contents as well as the sialyl-Lewis x expression of bronchial

mucins from 38 patients suffering from chronic bronchitis or

from cystic fibrosis. : o

The present data confirm the higher sulfation already reported
in cystic fibrosis (Roussel et al., 1975; Boat et al., 1976; Lamblin
et al,, 1977; Chace et al., 1985). Several hypotheses have been
postulated to explain this oversulfation which is related to the
primary defect (Zhang et al., 1995). It has been suggested that, in
CF cells, alkalinization of the trans-Golgi network may modify
the activity of sulfotransferases (Barasch ez al., 1991). Structural
studies of the sulfated carbohydrate chains of bronchial mucins
from a patient suffering from cystic fibrosis have shown more
carbohydrate chains bearing a 6-sulfated N-acetylglucosamine
than chains having a 3-sulfated terminal galactose (LLo-Guidice et al.,
1994). The two sulfotransferases responsible for these sulfation
reactions have been characterized and the optimal pH of the
6-sulfo-N-acetylglucosamine-transferase is higher than that of
the 3-sulfo-galactosyl-transferase (Lo-Guidice ez al., 1995;
Degroote et al., 1997), an observation which may suggest a
preferential activity of the 6-sulfo-N-acetylglucosamine-transferase
in CF. However, this issue of an alkalinization of the trans-Golgi
network is controversial (Seksek et al., 1996). More recently, it
has been suggested that the concentration of PAPS, the sulfate
donor, may be regulated in part by CFTR (Pasyk and Foskett,
1997) and therefore may influence the sulfation process. The
wild-type CFTR would tend to lower the PAPS concentration in
_ the Golgi lumen by letting PAPS leak out of the Golgi whereas the
lack of CFTR in CF would increase PAPS concentration in the
Golgi and therefore would favor sulfation reactions.

The sulfate content of the mucins from the infected patients
was also higher than that of the mucins from the noninfected
patients, and this raises the question of a possible influence of
severe inflammation on the sulfation process. _

Surprisingly, the sialic acid level of bronchial mucins from
severely infected CF and CB patients was significantly higher
than that of the mucins secreted by non-infected patients suffering
from chronic bronchitis. According to our estimation of infection

* (Figure 3), we could observe only one noninfected CF patient -

(patient 14) and, as shown in Table I, the sulfate content of his
bronchial mucins was high in contrast to the sialic acid content.
The increased sialylation of mucins from infected patients is in
agreement With our previous report showing an increased
sialylation of salivary mucin glycopeptides from CF patients as
compared to normals (Carnoy ez al., 1993). However, in contrast

_ Sialylation of human bronchial mucins and airway infection

to these observations, several reports in the literature indicate a
decrease in the sialic acid content of secreted or membrane-bound

. glycoproteins from CF cells in culture (Barasch et al., 1991;

Barasch and Al-Awqati, 1993; Dosanjh et al., 1994; Park ez al.,
1997). There are several reasons which might explain these
discrepancies between glycoproteins secreted in vivo and glyco-
proteins obtained from cell cultures. Most immortalized respiratory
cell lines studied so far may differ from typical mucin-secreting cells
in the human bronchial mucosa. Some of these immortalized cell

- lines adopt an unusual mixed, serous and mucous, phenotype

(Lo-Guidice et al., 1997). In vivo, there are differences in the
sialylation pattern of the various cells of the bronchial epithelium:
sialylation of the terminal galactose residues of mucins contained
in goblet cells occurs mostly on the 3-OH of these residues,
whereas sialylation of membrane-bound glycoproteins of the
other bronchial cells occurs predominantly on the 6-OH of the
terminal galactose residues (Couceiro et al., 1993). This last
observation is also in agreement with all the structural works
performed on carbohydrate chains of secreted human bronchial
mucins, showing very little sialylation of bronchial mucins on the

6-OH of a terminal galactose (Roussel and Lamblin, 1996).

One should also consider that glycoproteins secreted by cells
in culture may not have the same inflammatory environment as
mucosal cells of infected patients. Even if the basic-defect induces
atendency to decrease the sialylation process in cultured CF cells
(Barasch ez al., 1991), this tendency might be reversed in vivo by
the inflammatory reaction. So far, there are indications that TNF
may enhance some 02,3 sialyltransferase activity and a sialyl-
Lewis x expression in colonic adenocarcinoma cell lines (Majuri
et al., 1995).

In human airway mucins, sialic acid may also be attached to
the 6-OH of the GalNAc residue involved in the carbohydrate-
peptide linkage. However, there is a large predominance of chains
with a sialic acid linked 02,3 to galactose as compared to chains
with sialic acid linked 02,6 to N-acetylgalactosamine (Breg et al.,
1987; Lo-Guidice et al., 1994) and, in mucins secreted by CF
patients, the proportion of short sialylated chains is usunally low.

Theoretically, different fucosyltransferases, Fuc-TI (H enzyme),
Fuc-TII (secretor enzyme) and Fuc-TIII (Lewis enzyme), may be
responsible for the fucosylation of human airway mucins, as well
as the sialyl-Lewis x expression (Figure 5). The fucose content of
respiratory mucins may vary according to the expression of these
different fucosyltransferases, and especially according to the
Lewis or H genotype of each individual. The mucins of two
patients (patients 2 and 3) with blood group O (therefore
expressing fucosyltransferase Fuc-TI for the biosynthesis of
erythrocyte glycoconjugates) did not contain any H or Lewis
epitopes (Table III). These two patients were considered as
nonsecretor and Lewis negative and this was confirmed by
finding inactivating mutations on the genes encoding fucosyl-
transferases Fuc-TII and Fuc-TIIL. Moreover, the absence of H
epitope on the mucins of these patients suggests that the.
fucosyltransferase Fuc-T1I is not involved in the biosynthesis of
respiratory mucins and probably implies that Fuc-T1I is responsible
for the fucosylation of both type 1 and 2 chains in the respiratory.
mucosa of secretor patients (see Figure 5). i

In the present work, the sialyl-Lewis x epitope is expresseq in .
36 mucins out of 38 (Table I). Several carbohydrate chains
bearing this epitope have already been identified in the mucins
secreted by CF patients (Lamblin et al., 1984; Breg et al., 1987)
and by a patient suffering from chronic bronchitis (Van Ha}beek
et al., 1988; Klein et al., 1993). Glycopeptides from airway
mucins bearing sialyl-Lewis x epitopes bind to L-selectin (Crottet
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et al., 1996), and mucins in the airways may probably interact
with leukocytes which are abundant in infected mucus. However,
the physiological significance of the present observation, an
overexpression of the sialyl-Lewis x epitope in mucins from
infected mucus, is an open question.

Interestingly, this sialyl-Lewis X epitope is expressed as well

in the mucins from the Lewis-positive subjects as in those from

the Lewis-negative subjects (Table IIT). This is a strong indication
that, in the human airway mucosa, a fucosyltransferase different
from Fuc-TII is also involved in the biosynthesis of the
sialyl-Lewis x epitope (Figure 5). The fucosyltransferase Fuc-TIV
which has been detected in human bronchial cells in culture
(Emery et al., 1997y is a possible candidate to catalyze this
reaction. ’

Links between expression of fucosyltransferases and in-
flammation have been suggested by several investigators. In
acute phase glycoproteins synthesized by the liver, the sialyl-
Lewis x epitope is expressed in response to a stimulation of the
fucosyltransferase FucT-VI by cytokines (De Graaf et al., 1993;
Havenaar et al., 1995; Brinkman-Van der Linden et al., 1996).
This epitope is also present on cultured human endothelial cells
from the umbilical vein, and its expression increases after TNF-o.
stimulation as well as that of Fuc-TVI (Majuri et al., 1994). This
is also the case for colon adenocarcinoma cell lines where TNF-o!
enhances 02,3~ sialyltransferase and a1,3/1,4-fucosyltransferase
activities (Majuri et al., 1995).

Therefore, the overexpression of sialyl-Lewis x in mucins
from severely infected patients may correspond (1) to an increased
expression of an o2,3-sialyltransferase (ST3) competing with the
fucosyltransferase Fuc-TII for the same substrate, the terminal
Galp1,4GIcNAc chains (type 2 chains) (Figure 5), and possibly (2)
to an increased expression of an 02,3-fucosyltransferase activity.

There is only a weak correlation between the sialic acid
content of the mucins and the sialyl-Lewis x epitope assayed by
ELISA (data not shown), and there may be several explanations
for this observation. As already mentioned, N-acetylneurarminic
acid in airway mucins is predominantly attached to the C3 of a
terminal galactose but it may also be attached to the C6 of an
N-acetylgalactosamine residue linking a carbohydrate chain to
the apomucin (Roussel and Lamblin, 1996). It is also possible that
the ELISA assay is not convenient when glycoproteins contain
clusters of certain epitopes such as. sialyl-Lewis x, or that the
antibody does not detect the sialyl-Lewis x determinant with a
6-sulfated GlcNAG, a structure which is frequently expressed on
certain bronchial mucins such as the mucins from CF patients

“(Lo-Guidice et al., 1994).

Finally, these different modifications of secreted CF mucins
raise the question of their relationship with the colonization by
P.aeruginosa. Respiratory and salivary mucins from CF patients
bave been shown to have a higher affinity for P.aeruginosa than
most mucins from non-CF subjects (Carnoy et al., 1993; Devaraj
et al., 1994). Several mucin-type carbohydrate epitopes, sialylated
or neutral, are recognized in vitro by this microorganism (Welsh
et al., 1995). There are also data concerning the involvement of
sialic acid in the aggregation of P.aeruginosa by CF saliva: an
increased aggregation of Paeruginosa mediated by saliva from
‘patients with CF has been observed and seems to be directly
related to the sialic acid content (Komiyama et al., 1987).

However, the relevance of these observations to the in vivo

situation is an open question. It has been shown that ‘the :

abnormally high amounts of mucus secreted by CF patients might
induce the expression of several genes in relation with the
Paeruginosa infection (Lory et al., 1996, Wang et al., 1996), but,
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at the present time, we do not know if bacteria grown in vitro have
the same adhesive properties as bacteria grown in the airways of
patients. One should also mention that Pseudomonas exoproducts
induce mucin overproduction by acting on kB regulatory sites of
mucin genes (Li et al., 1993a,b).

In conclusion, bronchial mucins from CF patients severely
infected by Paeruginosa undergo at least two biosynthetic
abnormalities, (1) oversulfation which is mostly linked to the
primary defect (Zhang et al., 1995), and (2) hypersialylation and
overexpression of sialyl-Lewis x which are not specific for CF
and which may reflect a strong inflammatory reaction of the
Tespiratory mucosa.

In the future, it will be necessary to identify the different sialyl-
and fucosyltransferases expressed in the human bronchial
mucosa and to investigate the influence of cytokines on their
expression. In the case of cystic fibrosis, it will be important to
find out if the overexpression of certain sialylated carbohydrate
determinants may favor the airway colonization by Paeruginosa,
the major problem faced by the patients suffering from this disease.

Materials and methods
Patients

Twenty-four patients suffering from chronic bronchitis and 14
patients suffering from cystic fibrosis were studied. All CF
patients had a positive sweat test. The genotypes of the CF
patients were: AF508/AF508 (n = 4); AF508/S1251N (n = 2);
AF508/L137R (n = -1); AF508/2184DelA (n = 1);
AF508/2143DelT (n = 1); AF508/1717-1G—>A (n = 1);
AF508/unknown (# = 2); unknown (n =2). The ABO blood group
of these patients was determined. Sputa were collected and the
individual samples were kept frozen until used.

Identification of Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia
cepacia in the sputa

The sputum samples were plated on the following media:
Drigalski (for growth of Pseudomonas aeruginosa) and selective
differential OFPBL agar (for growth of Burkholderia cepacia)
containing 9.4 g oxidation-fermentation basal medium, 150 g
Bacto agar, 10.0 g lactulose (all from Difco Lab.), 300,000 U
polymyxin B sulfate and 200 U bacitracin (both from Sigma) per
liter. Isolates were identified by standard biochemical procedures
(API 20 NE, Bio Mérieux, Marcy-1’Etoile, France).

Preparation of bronchial mucins

The collected sputa were thawed, diluted 1:12 with deionized
water containing 0.02% sodium azide, stirred overnight at 4°C
and centrifuged at 3000 X g for 30 min. The supernatants were
dialyzed and freeze-dried (Slayter et al.,1984). Aliquots of the
above.materials were dissolved by stirring at 4°C for 48 hin
16.7 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2, containing 33 mM
NaCl, 0.02% sodium azide, and 42% CsBr. Insoluble materials,
if any, were removed by centrifugation as above and the
supernatants were submitted to a first step of density-gradient
centrifugation at 43,000 tp.m. for 72 h at 10°C, as described
previously (Houdret et al., 1986). Fractions (1 ml) were collected
from the bottom of each centrifuge tube and aliquots were diluted
1: 4 with deionized water.

The dituted aliquots were measured for absorbance of nucleic
acid at 260 nm and for hexose content by an automated orcinol
assay (Demaille et al., 1963). Densities were also measured by
weighing aliquots of each fraction. The high-density (d= 1.46 g/ml)



fractions were pooled and exhaustively dialyzed against dejonized
water and freeze-dried. The crude mucin preparations were
subjected to a purification procedure which first involved nucleic
acid removal. Aliquots were dissolved in 62 mM sodium
tetraborate buffer, pH 8.8, containing 1.25 mM CaCl; and 0.05%
BSA, in the presence of 50 uM Pefabloc SC® (Pentapharm,
Basel, Switzerland). DNase (nuclease, micrococcal, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) and RNase (type I-AS from bovine
pancreas, Sigma) were added in amounts of 100 mU and 420 mU,
respectively, per mg of crude mucin, and the mixtures were gently
stirred for 24 h at 37°C. The same amounts of both enzymes were
-added again and the reaction was proceeded for another 24 h. The
solutions were dialyzed and lyophilized. The nuclease-treated
materials were then dissolved in 200 mM Tris-acetate buffer, pH7.5,
containing 2 mM CaCly, and the following enzymes were added:
hyaluronate lyase from S.hyalurolyticus (type IX, Sigma),
chondroitinase ABC from Pvulgaris (Seikagaku, Tokyo, Japan),
heparinase I from Fheparinum (Sigma) in amounts of 100 mU,
50 mU, and 50 mU, respectively, per mg of nuclease-treated
material. The mixtures were stirred overnight at 37°C and
freeze-dried. '

A second step of CsBr density-gradient centrifugation was
then performed in the same conditions and the collected fractions
were assayed as above. The high density-, hexose-rich materials
which contained the purified mucins were recovered, dialyzed,
and freeze-dried.

Agarose gel electrophoresis

Aliquots of the purified mucins (400 ug) were subjected to
agarose gel electrophoresis in veronal buffer, pH 8.2, as described
previously (Rahmoune et al., 1991). Slides were stained for
protein with amidoblack, for carbohydrate with periodic acid-
Schiff reagent and for acidic components with toluidine blue.

Analytical procedures

Total sialic acid content was assessed, after hydrolysis with 0.1 M
H3S04 for 30 min at 80°C, by the thiobarbituric acid method
(Aminoff, 1961) and expressed as N-acetylneuraminic acid.
Sulfate determination was performed by high-pressure anion-
exchange chromatography after hydrolysis with 1 M HCl for 5 h
at 100°C (Lo-Guidice et al., 1994).

Enzyme-linked immunosorbent assay

The purified mucin samples were dissolved in PBS, pH 7.2, and
aliquots (25 ng in 100 ul PBS) were coated on 96-well Maxisorp
immunoplates (Nunc, Roskilde, Denmark) overnight at 4°C.
Unbound sites were blocked with BSA (1% in PBS) for 2 h at
room temperature (RT). After washing with PBS, the following
mouse mAbs, anti-H type 2 (Dako Corp.,. Carpinteria, CA)
dituted 1:100; anti-Lewis b (Emery et al., 1995) diluted 1:1000;
anti-Lewis a (Seikagaku) diluted 1:16,000; anti-Lewis y (Seikagakn)
dituted 1:100; anti-sialyl-Lewis a (Seikagaku) diluted 1: 2000;
anti-sialyl-Lewis x (Kamiya Biomed. Comp., Seattle, WA)
dituted 1:400, all in PBS containing 1% BSA, were added and left

for 1 h at RT. The wells were washed once with PBS-0.1%

Tween-20 and three times with PBS. The peroxidase-conjugated
goat antibody against mouse IgG (H+L) (Jackson Immuno
Research Lab., Westgrove, PA) diluted 1:2000 in PBS-1% BSA
was added and left for 90 min at RT. After successive washings
as above, the plates were developed with o-phenylenediamine

-

Sialylation of human bronchial mucins and airway infection

(Sigma) at 1 mg/ml in 0.1 M sodium phosphate-citrate buffer,
PH 5.5, in the presence of 0.03% H205. The reaction was stopped
with 1 M HCI, and the plates were read at 490 nm on a Bio-Rad
model 3550 microplate reader (Bio-Rad Lab., Hercules, CA).

Ulex europaeus lectin biotin-labeled (Selkagaku) and peroxidase-

ion(])ugated streptavidin (Pierce, Rockford, IL) were diluted
:2000

Genotyping of fucosyltransferases FUT2 and FUT3

Methods based upon polymerase chain reaction and restriction
fragment length polymorphism were used to detect mutations of
the FUT2 gene (coding for the Secretor enzyme) and of the FUT3

gene (coding for the Lewis enzyme) (Kelly ez al., 1995; @ratoft
etal., 1996).

Statistical analysis

Results are presented as means + SEM. Data were compared
using Mann-Whitney U. A P < 0.05 was considered significant.
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Résultats - Discussion

Apres avoir purifié par deux étapes d’ultracentrifugations en bromure de césium les
mucines bronchiques de 14 patients CF et de 24 patients atteints de bronchite chronique, nous
les avons divisées. en quatre groupes, selon la pathologie et selon le degré d’infection du
mucus. ;

Nous avons constaté une hypersulfatation des mucines bronchiques de patients CF par
rapport aux mucines de patients souffrant de bronchite chronique ; ces résultats confirment
qu’il existe une hypersulfatation des glycoconjugués li¢e 4 la mucoviscidose.

Par ailleurs, les mucines bronchiques de patients sévérement infectés (atteints de
mucoviscidose ou de bronchite chronique) contiennent plus d’acide sialique que les patients
non infectés. L’infection (et I’inflammation) pourraient donc induire in vivo une augmentation
de certaines activités sialyltransférasiques, ce qui expliquerait I’hypersialylation des mucines
bronchiques et salivaires de patients CF, et compenser une hyposialylation directement liée a
la maladie (nous avons vu précédemment que les glycoconjugués membranaires ou sécrétés
par des cellules CF sont moins sialylés que la normale). De plus, il existe, in vivo, des
différences de sialylation des différentes cellules de 1’épithélium bronchique : la sialylation
des mucines sécrétées par les cellule caliciformes semble étre prédominante sur le C3 des
résidus de Gal terminaux, alors que l’acide sialique présent sur les  glycoprotéines
membranaires des autres types cellulaires serait surtout 1lié en (a2-6). L’alcalinisation du
trans-Golgi et du réseau transgolgien observée par Barasch et al. pourrait donc diminuer
I’activité des | o2-6-sialyltransférases qui agissent surtout sur les glycoconjugués
membranaires ou sécrétés par les cellules CF non caliciformes, mais augmenter celle des
o2-3-sialyltransférases (qui pourraient avoir un pH optimal plus basique), ce qui expliquerait
I’hypersialylation des mucines sécrétées par les patients CF [1991].

L’épitope sialyl Le" est exprimé dans 36 des 38 mucines, méme chez des patients
Lewis négatif, ce qui signifie qu’au moins une autre fucosyltransférase que 1’enzyme Lewis
est impliquée dans la biosynthése de ce déterminant dans la muqueuse bronchique humaine.
Les patients sévérement infectés contiennent plus d’épitopes sialyl Le* en périphérie de leurs

mucines que les patients non-infectés.

Ces résultats suggérent que l’infection (et I’inflammation) modifient Pactivité

(1’expréssion ?) de sialyl- et peut-étre d’al-3-fucosyltransférases dans la muqueuse
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bronchique humaine, induisant une surexpression de 1’épitope glycannique sialyl Le*. Ces
modifications pourraient avoir une grande importance physiopathologique, créant de
nbuveaux sites glycanniques qui pourraieht étre spécifiquement reconnus par P. aeruginosa,
ce qui expliquerait la persistance de cette bactérie dans la mucoviscidose. Par la suite, il sera
nécessaire d’identifier les différentes sialyl- et fucosyltransférases exprimées daﬁs la
muqueuse:bronchidue humaine et d’étudier I’effet des cytokines sur leur expression et leur

activité.

Afin de vérifier I’hypothése de 1’influence de I’inflammation sur la glycosylation et la
sulfatation des mucines, nous avons ensuite utilisé une approche cellulaire. Nous disposons au
laboratoire d’une lignée d’origine glandulaire bronchique humaine, exprimant les génes de
mucines MUCI et MUCH4. Cette lignée, nommée MM-39, a été établie dans le laboratoire du
Dr C. Figarella, & Marseille, par immortalisation d’une culture primaire de cellules
glandulaires trachéales. Cette lignée a ainsi conservé une différentiation de type séreux
(sécrétion de lyzozyme, de lactoferrine et d’inhibiteur bronchique, modulable par les
agonistes adrénergiques et cholinergiques). Elle posséde donc une phénotype mixte, de typé
séro-muqueux. ,

Nous avons étudié 1’influence de la cytokine initiatrice de la réponse inflammatoire, le
TNFa, sur 1’expression et l’activité des sialyl- et fucosyltransférases présentes dans les
cellules MM-39. D’éventuelles modifications d’expression ou d’activité de ces enzymes sous
I’influence de I'inflammation pourraient expliquer I’apparition, ou I’augmentation, de certains
épitopés sialylés et fucosylés portés par les sujets colonisés par P. aeruginosa (malades

souffrant de bronchite chronique ou de mucoviscidose).

e
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II. Etude de P’influence d’une cytokine pro-inflammatoire,

le TNFa, sur :

1. Ia sécrétion, la fucosylation, la sialylation et la sulfatation
‘des mucines sécrétées par une lignée d’origine glandulaire

bronchique humaine (MM-39),

2. les activités fucosyl-, sialyl- et sulfotransférasiques

d’explants de muqueuse bronchique humaine.

Le TNFa, cytokine initiatrice de la réponse inflammatoire, induit des modifications de
sécrétion et de glycosylation des mucines dans de nombreux modeéles. Une augmentation des
activités a2-3-sialyltransférasiques et al-3-fucosyltransférasiques induite par le TNFa a
également été décrite [Majuri et al., 1995]. Cette cytokine, présente dans les lavages bronchd-
alvéolaires de patients CF, pourrait avoir un rdle dans les modifications de glycosylation et de
sulfatation des mucines bronchiques CF.

Nous avons donc étudié l’effet de cette cytokine pro-inflammatoire sur la
glycosylation (fucosylation, sialylation) et la sécrétion des mucines sécrétées par une lignée
cellulaire d’origine glandulaire bronchique humaine, la lignée MM-39. Des résultats
antérieurs suggéraient qu’en 1’absence de stimulation, les mucines n’incorporaient pas (ou trés
peu) de fucose [Lo-Guidice et al., 1997]. Il pouvait donc étre intéressant d’utiliser ces cellules
comme modele pour étudier Peffet du TNFa sur la glycosylation (en particulier la

fucosylation).

Pour cela, nous avons purifié les mucines sécrétées par ces cellules et comparé dans

les conditions basales ou apres stimulation par le TNFa :
— I’incorporation de fucose tritié, de glucosamine tritiée ;

— I’expression des ARN messagers correspondant aux fucosyltransférases (FUTI & -7)

et aux o2-3-sialyltransférases (ST3Gal-I, -IIl et -1IV) ;

A
A
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— les activités sulfo-, sialyl- et fucosyltransférasiques, en procédant 4 des incubations
dé ‘microsomes de cellules (contréle ou .stimﬁlées) avec un nucléotide-sucre radiomarqué
(PHIGDP-Fuc, ['*C]CMP-NeuAc, [*’S]PAPS) et différents accepteurs glycanniques (Gal(B1-
4)GlcNAc, NeuAc(oc2-3)Ga1(l31-4)G1cNAc, GIcNAcB1-O-Met, ...). Les produits

radiomarqués néo-synthétisés ont ensuite été caractérisés par HPAEC-PAD.

A T'issue de cetté étude qui a révélé le faible potentiel de fucosylation et de sulfatation
de la lignée MM-39, méme sous stimulation par le TNFa, nous nous sommes tournée vers un
modéle d’explants de muqueuse bronchique humaine, prélevés sur des fragments de
mugqueuse bronchique humaine macroscopiquement saine, provenant de lobectomies ou de
pneumectomies réalisées chez des patients atteints de cancers bronchiques. Ce modéle
pourrait posséder des capacités de glycosylation et de sulfatation plus proches de celles de la
mugqueuse bronchique humaine in vivo, et donc bien plus importantes que celles de la lignée
MM-39. La difficulté étant d’obtenir des pieces opératoires de muqueuse bronchique en
quantité suffisante, seule I’étude des activités sulfo-, sialyl- et fucosyltransférasiques a été

réalisée pour le moment.
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1. Effet du TNFa sur la sécrétion, la. fucosylation, la

K sialylatidn et la sulfatation des mucines sécrétées par
une ‘Iignée d’origine glandulaire bronchique humaine
(MM-39) |

Résumé

L'effet du TNFa sur I'expression et I'activité des sialyl-, fucosyl-, et
sulfotransférases susceptibles d’agir sur les mucines sécrétées par la lignée
cellulaire MM-39 a été étudié. Cette cytokine augmente modérément
I’expression des génes de fucosyltransférases FUT2 et FUT3, ainsi que les
activités a1-2- et a1-3-fucosyltransférasiques et I'incorporation de fucose dans
les mucines sécrétées. Le TNFa entraine également une augmentation de
I’expression et de I'activité des a2-3-sialyltransférases, ainsi que I’apparition
d’'une activité GIlcNAc-6-O-sulfotransférasique. Néanmoins, les mucines
sécrétées par la lignée MM-39 sont essentiellement sialylées, peu sulfatées et
fucosylées. Nos résultats mettent en évidence I'expression et I'activité faibles
des fucosyltransférases (et des sialyltransférases) présentes dans la lignée
MM-39, trés inférieures a celles rencontrées dans la muqueuse bronchique
humaine, et ne nous permettent pas de conclure définitivement sur Peffet du

TNFa sur la glycosylation et la sulfatation des mucines.

WV



Introduction

Les mucines bronchiques de patients atteints de mucoviscidose présentent
des anomalies de glycosylation (hypersialylation, surexpression de [I'épitope
glycannique sialyl Lewis x (Le*) [Davril et al, 1999]) et de sulfatation
(hypersulfatation) qui pourraient avoir un réle important dans la physiopathologie de
la maladie, créant de nouveaux sites glycanniques favorisant la colonisation par
Pseudomonas aeruginosa. Plusieurs hypothéses ont été avancées pour tenter
d’expliquer l'origine de ces anomalies. La protéine CFTR (pour Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator) mutée aurait une influence directe sur les
mécanismes de glycosylation et de sulfatation [Barasch et al., 1991 ; Pasyk &
Foskett, 1997], mais linflammation trés précoce (présence anormale dans les
lavages broncho-alvéolaires de cytokines pro-inflammatoires, d’élastase leucocytaire
et d’'un nombre accru de neutrophiles) observée dans la maladie pourrait également
modifier ces mécanismes [Birrer et al., 1994 ; Bonfield et al, 19935a].
L’hypersialylation et 'expression accrue de I'épitope sialyl Le* seraient directemeht
liées a I'infection (et a I'inflammation).

Des études récentes suggeérent que les cytokines elles-mémes pourraient
induire des modifications de glycosylation des protéines de la phase aigué, en
particulier une surexpression de I'épitope glycannique sialyl Le* [De Graaf et al.,
1993 ; Havenaar et al., 1995 ; Brinkman-van der Linden ef al., 1996]. Pour toutes ces
raisohs, I'effet direct des cytokines sur la sécrétion et la glycosylation des mucines
pourrait étre envisagé. Nous avons donc choisi d'étudier leffet de la cytokine
initiatrice de la réponse inflammatoire, le facteur a. de nécrose tumorale (TNFa), sur
la sécrétion, la glycosylation et la sulfatation des mucines sécrétées par la lignée
MM-39 d'origine glandulaire bronchique humaine. Cette lignée posséde un
phénotype mixte séro-muqueux et sécréte des mucines MUC1 et MUCA4,
essentiellement sialylées [Lo-Guidice et al., 1997].

Le TNFa induit une hypersécrétion de mucines dans un modele humain
d’explants bronchiques [Levine et al., 1995], dans des cultures primaires de cellules
épithéliales bronchiques [Adler et al., 1995 ; Fisher et al., 1995 ; Levine et al., 1995],
dans des cellules d’adénocarcinome colorectal [Novotny-Smith et al., 1993], -ainsi
que dans des cellules épithéliales d'oreille moyenne de Chinchilla [Lin et al., 1998].

.\\
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Des modifications de glycosylation induites par le TNFo ont été décrites dans les
.mucmes intestinales de Lapin [Wanke & Bistrian, 1997], ainsi que des modifications
de sulfatation des mucines sécrétées par les cellules caliciformes en réponse a
linfection intestinale par Salmonella [Amold et al., 1993]. Le TNFa a également des
effets pléiotropes sur les cellules productrices de mucines : dédifférenciation
[Hamadaret al., 1991], changements morphologiques [Novotny-Smith ef al., 1993], et
hyper- [Lou et al., 1998] ou hypoplasie des cellules épithéliales [Jarry et al., 1992].

Le but de ce travail a été d'étudier I'effet du TNFa sur (i) la sécrétion des
mucines par la lignée MM-39 et (ii) Fexpression et les activités sialyl-, fucosyl-, et
sulfotransférasiques susceptibles d’agir en périphérie de ces mucines. Nous avons
comparé, dans les cellules cultivées dans les conditions basales ou stimulées par le
TNFa, 'expression et l'activité des enzymes (fucosyl-, sialyl-, et sulfotransférases)
intervenant dans la glycosylation périphérique des mucines. Aprés marquage des
cellules avec des précurseurs radiomarqués ([*H]glucosamine et [PHlfucose), les
mucines sécrétées ont été purifiées ; lincorporation de [‘H]glucosamine ou
[PH]fucose sous stimulation par le TNFo a été comparée a celle des mucines

sécrétées dans les conditions basales.

N



Matériel et Méthodes

Culture cellulaire

Les cellules sont cultivées comme précédemment décrit [Lo-Guidice et al.,
1997]. Lé milieu employé pour l'entretien des cellules se compose du milieu
DMEM/F12 (milieu essentiel minimum modifié de Dulbecco/mélange nutritif F12
(1/1)) enrichi par I'addition de difféerents composants : 10 % de sérum de boeuf, 2 %
d'Ultroser G®, 10 g/l de glucose, 0,22 g/l de pyruvate de sodium, des acides aminés,
de I'adrénaline et des antibiotiques. Les passages sont effectués suivant le rapport
1:3. La ftrypsinisation s'effectue une fois par semaine selon le protocole de
Lo-Guidice et al. [1997]. Les produits utilisés sont commercialisés par Life
Technologies.

Marquages métaboliques

Cing jours aprés trypsinisation, 28 flasques T75 contenant des cellules a
confluence (107 cellules par boite) sont incubées avec (i) 20 pCi/ml de [PHjfucose
(Amersham) en présence de 1 mM mannose dans le milieu pendant 24 h ou (ii)
5 pCi/ml de [*H]glucosamine (Amersham). Aprés 24 h de contact, la moitié des
flasques est stimulée par 20 ng/ml de TNFa ajouté au milieu de culture contenant le

produit marqué pendant 16 h a 37 °C. L’autre moitié des flasques sert de contréle.
Séparation des produits radiomarqués synthétisés par la lignée MM-39
Premiere chromatographie de gel-filtration

Les surnageants de culture sont rassemblés et supplémentés par un cocktail
d’'inhibiteurs de protéases (hydrochloride de benzamidine, EDTA, N-éthylmaléimide,
acide s-aminohexanoique, PMSF (pour fluorure de phénylméthylsulfonyle) [Fogg et
al., 1996 ]. lis sont concentrés a 4 °C par ultrafiltration sur une membrane YM-30
(seuil de coupure : 300 000 ; Amicon). La chromatographie de gel-filration est
effectuée sur Sepharose® CL-4B (Pharmacia). La colonne (2,5 X 50 cm) est
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équilibrée en tampon phosphate de sodium 67 mM, pH 6,7, contenant le cocktail
d'inhibiteurs de protéases décrit précédemment [Fogg et al, 1996 ]. Le
f'ra‘ctionnement s’effectue a 4 °C au débit' de 20 ml/h ; des fractions de 5 ml sont
recueillies.

Traitement enzymatique

Les fractions de haut poids moléculaire sont soumises & laction de
lendonucléase micrococcale de Staphylococcus aureus (Foggi strain) (1,25 U/ml)
(Sigma) et de la ribonucléase A (RNase A) (50 pg/ml) (Boehringer) pendant 1 h a
37 °C. Le pH est ensuite ajusté & 6,0 avec de I'acide citrique, puis ia hyaluronidase
de testicule bovin (10 U/ml) (Sigma) est ajoutée pendant 24 h a 37 °C. Le pH est
ensuite ajusté a 4,6 avec de lacide citrique avant un troisi@me traitement
enzymatique avec I'amyloglucosidase d'Aspergillus niger (1 U/ml) (Boehringer)
pendant 16 h a 37 °C. Apres dialyse contre un tampon Tris/acétate 100 mM, pH 7,3,
contenant le cocktail d'inhibiteurs de protéases, les fractions sont concentrées én
utilisant une membrane d'ultrafiltration YM-30, puis incubées avec la chondroitinase
ABC (0,2 U/ml) (Seikagaku) pendant 5 h a 37 °C, puis avec I'héparitinase |
(Héparinase |ll) de Flavobacterium heparinium (5 U/ml) (Sigma) pendant 5 h 4 37 °C.
Avant chaque traitement enzymatique, 1 mM de PMSF est ajouté.

: Ultracentrifugation isopycnique

Le matériel de haute masse moléculaire récupéré aprés traitements
enzymatiques est ensuite soumis a une ultracentrifugation isopycnique selon la
méthode de Carlstedt et al. [1983], dans un tampon contenant 67 % (p/v) de chlorure
de césium et 4 M de chlorure de guanidine (Merck). L’ultracentrifugation est réalisée
pendant 72 h & 170 000 x g & 25 °C dans des tubes Quik-Seal™ (Beckman) de
15 ml. Le fond de chaque tube est ensuite percé et des fractions de 1 ml sont
recueillies, avec un débit de 2 mi/min. Sur chaque fraction, la radioactivité et la
densité sont déterminées.
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Seconde chromatographie de gel-filtration

Les fractions de densités égaleé a celles décrites pour les mucines
(d = 1,45-1,60), obtenues aprés ultracentrifugation, sont ensuite réduites avec du
dithiothréitol et S-alkylées [Fogg et al., 1996]. Aprés ce traitement, elles sont a
noUveau:soumiées a une chromatographie de gel-filtration sur une colonne de
Sepharose CL-4B (1 x 50 cm) équilibrée en chlorure de guanidine 6 M, avec un débit
de 4 ml/h. Le matériel de haut poids moléculaire est dialysé contre de l'eau et
lyophilisé.

Les différentes étapes de purification des glycoconjugués de haut poids
moléculaire, de densités égales a celles des mucines, sécrétés par la lignée MM-39
sont résumées dans la figure 1.

Préparation des microsomes

Aprés trypsinisation, 107 cellules (stimulées ou non par le TNFa) ont été
soumises a une sonication dans un tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, contenant
25 mM KCl, 250 mM de saccharose, 5 mM de B-mercaptoéthanol, 5 mM d’acétate de
magnésium, et directement centrifugées a8 16 000 x g (& 4 °C pendant 20 min). Le
surnageant est ensuite soumis & une ultracentrifugation & 180 000 x g pendant 1 h a
10 °C. Le culot obtenu, contenant les fractions microsomales, est stocké a -80 °C
jusqu'a utilisation. '

Dosage de protéines

La quantité de protéines présentes dans les fractions microsomales est
déterminée par la technique BCA (Pierce) [Smith et al., 1985].

Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS

L'analyse des produits contenus dans les pics de Kav = 0 et Kav = 0,2 est
réalisée en SDS-PAGE 8-25 % [Lo-Guidice et al., 1997].



Pool des surnageants de culture
radiomarqués par [*HJfucose ou [*H]glucosamine
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(endonucléase micrococcale,
RNase A, hyaluronidase,
amyloglucosidase, chondroitinase
ABC, héparitinase 1)

A4
> matériel récupéré

|

Ultracentrifugation isopycnique
> fractions de densités identiques a celles des mucines (1,45-1,50)

Réduction

Seconde chromatographie de gel-filtration sur Sepharose CL-4B
(en chlorure de guanidine 6 M)
> matériel de haut poids moléculaire (exclu ou légérement inclus)

Comparaison du marquage métabolique entre les mucines sécrétées

dans les conditions contrdles ou sous stimulation par le TNFa

Figure 1 : Protocole de purification des mucines sécrétées par la lignée MM-39.
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Etude des activités GlcNAc- and 'Gal-sulfotransférasiques

Le milieu d’incubation pour I'étude dé lactivité GIcNAc-6-O-sulfotransférasique
contient : 50-100 pg de protéines microsomales (provenant de cellules stimulées ou
non par le TNFa), 0,5 uCi de [**SJPAPS (DuPont NEN, 1,95 Ci/mmol), et 5 mM de
méthyl-B-N-acétylglucosaminide (GlcNAc-B1-O-Met), dans un tampon Mops/NaOH
30 mM, pH 6,7, contenant 0,1 % Triton X-100, 20 mM de MnCl;, 30 mM de NaF,
5 mM dAMP, et 1 mM de fluorure de 4-(2-aminoéthyl)benzénesulfonyle (AEBSF)
(Sigma). Aprés 2 h & 30 °C, la réaction est stoppée par I'additon de méthanol a
-20 °C. Le milieu réactionnel est gardé une nuit a 4 °C, et le précipité obtenu est
éliminé par centrifugation (20 min a 10 000 x g). Le culot est lavé deux fois avec du
méthanol glacial puis centrifugé. Les surnageants sont rassemblés, évaporés, puis
directement étudies par chromatographie haute performance d'échange d'anions
couplée a une détection ampérométrique pulsée (HPAEC/PAD) et a une détection de
la radioactivité. _ ,

Les standards utilisés pour lidentification des GIcNAc-$1-O-Met sulfatés
néosynthétisés sont HO3S-3GIcNAc-f1-O-Met et HO3;S-6GIcNAc-B1-O-Met,
synthétisés selon la méthode de van Kuik et al. [1987].

L’étude de l'activité Gal-sulfotransférasique a été realisée selon Lo-Guidice et
al. [1995]. Les standards utilisés pour lidentification des Gal-al-O-Met sulfatés
néosynthétisés sont HO3S-6Gal-a1-O-Met, synthétisé selon la méthode de van Kuik
et al. [1987], et Gal-al-O-Met -2-O-, -3-O-, et -4-O- sulfatés, fournis par J.F.G.
Vliegenthart (Université d’'Utrecht, Pays-Bas).

Etude des activités o-fucosyltransférasiques

Le milieu dincubation pour Pétude des activités fucosyltransférasiques
présentes dans les cellules MM-39 est préparé selon la technique décrite par de
Vries et al. [1995] : 50-100 nug de protéines microsomales sont incubées avec
0,3 uCi de [PH]GDP-Fuc (Amersham, 61 Ci/mmol), 5 mM de Gal(p1-4)GIcNAc
(Sigma) ou NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)GIcNAc (Toronto Research Chemicals), dans un
tampon Mops/NaOH, pH 7,5, contenant 20 mM de MnCl,, 0,1 % de Triton X;100,
100 mM de NaCl, 4 mM d’ATP, et 1 mM d’AEBSF. Les incubations sont réaiisées 2h
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a 30 °C, et stoppées comme précédemment décrit pour lés sulfotransférases. Les
produits néosynthétisés sont ensuite étudiés par HPAEC/PAD. Les standards
fuéosylés utilisés sont Gal(p1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc, Fuc(a1-2)Gal(B1-4)GIcNAc,
Fuc(a1-2)Gal(p1-4)[Fuc(a1-3)]GIcNAc (Sigma) and NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)[Fuc(a1-
3)]GIcNAc (Toronto Research Chemicals).

Etude des activités a2-3-sialyltransférasiques

L’étude de lactivité o2-3-sialyltransférasique. présente dans les cellules
MM-39 est réalisée selon la méthode légérement modifiée de Majuri ef al. [1995] : les
protéines microsomales (50-100 pg) sont incubées avec 0,5 uCi de'[“C]CMP-NeuAc
(Amersham, 0,294 Ci/mmol), 5 mM de Gal(B1-4)GIcNAc ou de Gal(p1-4)[Fuc(ai-
3)]GIcNAc, dans un tampon Tris/acétate, pH 6,7, contenant 0,1 % de Triton X-100,
20 mM de MnCl; et 1 mM d’AEBSF. Les incubations sont réalisées pendant 5 h a
30 °C, et stoppées comme précédemment décrit. Les produits sialylés
néosynthétisés sont ensuite étudiés par HPAEC/PAD. Les standards a2-3-sialylés
utilisés pour leur identification sont NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GIcNAc et NeuAc(o2-
3)Gal(p1-4)[Fuc(a1-3)]GlcNAc.

Identification des produits radiomarqués néosynthétisés par HPAEC/PAD

‘Aprés évaporation des surnageants rassemblés; les produits radiomarqués
sulfatés, fucosylés ou sialylés sont dissous dans I'eau et directement injectés sur une
colonne CarboPac™ PA-100 (4 x 250 mm) pour une étude en HPAEC (Dionex Corp).
L'élution des produits néosynthétisés est suivie & la fois par détection
ampérométrique pulsée (PAD 2 model, Dionex Corp.) et par détection de la
radioactivité (high performance liquid radioactivity detector LB 506 C-1, EG & G,
Berthold).

L'élution des GIcNAc-p1-O-Met et Gal-a/B1-O-Met sulfatés est effectuée a pH
alcalin, @ un débit de 1 mi/min dans 0,05 M NaOH/0,2 M acétate de sodium, avec un
gradient linéaire d'acétate de sodium (de 0,05 M NaOH/0,3 M acétate de sodium a
t = 22 min, a 0,05 M NaOH/0,95 M acétate de sodium a t = 24 min, suivi pa:" une
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élution isocratique avec 0,06 M NaOH/0,95 M acétate de}sodium pendant 10 min
(gradient .

 Lélution des produits sialylés, ou fubosylés synthétisés a partir de NeuAc(a.2-
3)Gal(p1-4)GlcNAc, est réalisée a pH alcalin, & un débit de 1 ml/min dans 0,1 M
NaOH pendant 10 min, suivi par un gradient linéaire d’acétate de sodium (de 0,1 M
NaOH/0,07 M acétate de sodium a t = 16 min, a 0,1 M NaOH/0,1 M acétate de
sodium a t = 30 min, et a 0,1 M NaOH/0,45 M acétate de sodium & t = 80 min
(gradient 11)).

L’élution des produits fucosylés synthétisés a partir de Gal(B1-4)GIcNAc est
réalisée a pH alcalin, a un débit de 1 ml/min dans 0,08 M NaOH pendant 10 min,
suivi par un gradient linéaire d’acétate de sodium (de 0,08 M NaOH/0,01 M acétate
de sodium at = 40 min, a 0,1 M NaOH/0,1 M acétate de sodium a t = 50 min
(gradient 111)).

L'activité des différents enzymes est exprimée en picomoles de nucléotide-
sucre transféré/minute/mg de protéine, afin de comparer 'activité de ces enzymes

dans les cellules stimulées ou non par le TNFq.
Extraction des ARN et synthése des ADN complémentaires (ADNc)

Les ARN cellulaires totaux ont été préparés, a partir de 10’ cellules, par la
méthode au thiocyanate de guanidine/chlorure de césium [Chirgwin et al., 1979].
Dans le but d’'étudier l'influence (i) de la concentration en TNFa, (ii) du temps de
contact de cette cytokine avec les cellules sur I'expression de différentes
glycosyltransférases, les ARN totaux ont été extraits des cellules stimulées (i) avec
différentes concentrations de TNFa (0 ; 5 ; 10 ; 20 ; 30 ng/ml) pendant 16 h, ou (ii)
pendant différents temps (0; 2 ;4 ; 8 ; 16 ; 24 ; 48 h) avec une concentration de
TNFa de 20 ng/ml. Les ARN isolés ont été traités avec de la DNase I, qualité

amplification (Life Technologies), puis soumis & l'action de FExpand™

Reverse
Transcriptase (Boehringer) afin de synthétiser les ADNc selon les instructions du

fabricant.
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Analyse par PCR

Les oligonucléotides utilisés comme amorces pour les amplifications par PCR
sont donnés dans le tableau |. Les amorces des fucosyltransférases FUT7 and FUT?2
ont éte déduites des séquences publiées par Kelly et al. [1995] ; celles utilisées pour
Famplification de FUT6 et FUT7 ont été obtenues & partir des séquences publiées
respectivement par Weston et al. [1992b] et Sasaki ef al. [1994a]. Les amorces
utilisées pour I'amplification des fucosyltransférases FUT3/5 and FUT4 ont été
précédemment décrites par Yago et al. [1993].

Concernant les deux p1-6-N-acétylglucosaminyltransférases (Core 2-N-
acétylglucosaminyltransférase (C2GnT) et |-N-acétylglucosaminyitransférase (/GnT)),
les amorces ont été déduites des séquences publiées respectivement par Bierhuizen
& Fukuda [1992] et Bierhuizen et al. [1993].

Les amorces utilisées pour 'amplification des fragments des sialyltransférases
ST3Gal-I, ST3Gal-lll et ST3Gal-IV ont été décrites par Recchi et al. [1998].

Les amplifications sont effectuées dans un Minicycler (MJ Research) en
utilisant 2 Wl d’ADNc dans un volume final de 25 pl d'un tampon Tris-HCI 20 mM (pH
8,4 a 25 °C) contenant 50 mM KCI, 0,4 uM d’amorces sens et antisens, 0,2 mM d’'un
mélange de desoxynucléotides tri-phosphate (dANTP), 0,625 U de Tad Polymérase
(Life Technologies) et du MgCl; a une concentration dépendant de I'enzyme étudié :
1 va pour les génes de fucosyltransférases et 1,5 mM pour les génes de p1-6-N-

acétylglucosaminyl- et de sialyltransférases.

Des expériences préliminaires ont permis de déterminer, pour chaque couple
d’amorces, un nombre de cycles correspondant a la phase exponentielle
d’amplification. La méthode de PCR utilisée ici, avec la B-actine comme standard

externe, est considérée comme semi-quantitative.
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Tableau | : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour I'amplification
des génes de fucosyl-, N-acétylglucosaminyl- et sialyltransférases.

Géne Taille (pb) Séquence de I'amorce Tm
[limites du fragment (5—3) ccy
amplifié]
p-actine 228 S GCACTCTTCCAGCCTTCC 58
AS GCGCTCAGGAGGAGCAAT
FUT1 374 S GCAGCTTCACGACTGGATGTCGGAGGAGTA 72
[432-805] AS TACACCACTCCATGCCGTTGCTGGTGACCA
FUT2. . 368 S GCGGCTAGCGAAGATTCAAGCCATGTGGGA 72
[57-424] AS AGCAGGGGTAGCCGGTGAAGCGGACGTACT
FUT3/5 447/486 S CIGCTGGTGGCTGTGTGTTTCTTCTCCTAC 72
[70-516] AS CAGCCAGCCGTAGGGCGTGAAGATGTCGGA
FUT4 319 S GGTGCCCGAAATTGGGCTCCTGCACAC 72
[807-1125] AS CAGCCAGCCGTAGGGCGTGAAGATGTCGGA
FUT6 404 S CTCAAGACGATCCCACTGTGTAC 72
[110-513] AS CAGCCAGCCGTAGGGCGTGAAGATGTCGGA
FUT7 231 S TGCCACCTGAGTGCCAACCGAAGCCTGC_TG 72
[348-578] AS GGGCACAAAGATGTCCGAGTCGCGCCGGTA
C2.GnT 375 S GTGCCTACTTCGTGGTCAG 62
[857-1231] AS TGGCAAAGAGGTCAACATCC '
I-GnT 633 S TCAACACCTGTGGGCAAGAC 62
[557-1189] AS GGGTGGTATCGCAGTTTCACTC
ST3Gal- 538 S TCAGAGTGGTGCCTGGGAATGT 58
[362-899] AS CGTTTCCCTTGACCGTGGTGAT
ST3Gal-lll 280 S CGGATGGCTTCTGGAAATCTGT 58
[752-1031] AS AGTTTCTCAGGACCTGCGTGTT
ST3Gal-lV 459 S CCCAAGAACATCCAGAGCCTCA 58
[322-780] AS CTAATTCGTCTTCGGGTGGTGC

* Tm utilisé pour le programme de PCR.
S, AS : oligonucléotide respectivement sens (S) et antisens (AS).
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Les amplifications sont effectuées selon les conditions suivantes : pour les
fucosyltransferases : 94 °C (2 min), 1 cycle ; 94 °C (1 min), 72 °C (3 min 30 s)
p'e:ndant 35 a 45 cycles (35 pour FUT2 et -3/5, 38 pour FUT1 et -4 ; des essais a
45 cycles pour les amplifications des fragments de FUT6 et -7 ont été effectués sans
aucun résultat positif) ; puis 72 °C pendant 7 min. Les conditions pour les
siaiyltransféraseé sont : 94 °C (2 min), 1 cycle ; 94 °C (1 min), 58 °C (1 min), 72 °C
(1 min 30 s), 37 cycles ; puis 72 °C pendant 7 min. Les conditions pour les N-
acétylglucosaminyltransférases sont : 94 °C (2 min), 1 cycle ; 94 °C (1 min), 62 °C
(1 min), 72 °C (1 min 30 s), 35 cycles pour la Co-GnT et 38 pour la I-GnT ; puis 72 °C
pendant 7 min.

Pour la p-actine, les conditions sont : 94 °C (2 min), 1 cycle ; 94 °C (1 min),
55 °C (1 min), 72 °C (1 min 30 s), 35 cycles ; puis 72 °C pendant 7 min.

Dans toutes les expériences d'amplification, des contréles négatifs ont été
effectués dans lesquels 'ADNc est remplacé par de I'eau stérile, afin de vérifier
I'absence de tout contaminant. ’

Un échantillon de 11 pl des produits ampilifiés aprés PCR est déposé sur une
gel d’agarose a 2 % équilibré en tampon TBE (Tris/Borate/EDTA), contenant du BET
(1 pg/ml), et soumis & une électrophorése sous tension constante de 220 V pendant
une heure dans le méme tampon TBE. Les gels sont ensuite analysés sous lampe
uv (qi.li permet la visualisation des fragments d’ADN combinés au BET) et l'intensité
de fluorescence, déterminée par le programme Gel Analyst 3.01, permet de
comparer l'expression des différents enzymes dans les cellules contréles ou
stimulées par le TNFa. La taille des fragments amplifiés est vérifiée par comparaison
a la migration de multiples fragments d’ADN de tailles connues (DNA Molecular
Weight, Boehringer).
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Résultats

Marquage métabolique et purification des mucines

Les marquages métaboliqvues, a la glucosamine ou au fucose tritiés, ont été
effectués” dans les conditions contréles ou sous stimulation par le TNFo. & Ia
concentration de 20 ng/ml pendant 16 h (cette concentration a été choisie car elle est
de l'ordre de celles utilisées par différents auteurs (15-25 ng/ml) au cours de leurs
expériences de stimulation par le TNFa [Adler et al., 1995 ; Fisher et al., 1995 ;
Levine ef al., 1995]).

A lissue de la premiere chromatographie de gelfiltration des produits
marqués a la glucosamine ou au fucose triti€, nous nous sommes intéressée au pic
exclu, qui contient un matériel de haut poids moléculaire (résultats non présentés).
Ce matériel est ensuite traité avec un cocktail d’enzymes afin d’éliminer les acides
nucléiques et les protéoglycannes contaminants, puis soumis a une
ultracentrifugation isopycnique. Concernant le marquage a la glucosamine tritiée,
aucune variation significative dans l'incorporation de glucosamine tritiée dans les
tubes de densités correspondant a celles des mucines (tubes 7 a 9, d = 1,45-1,50)
n'a été détectée (résultats non présentés). Par contre, pour le marquage au fucose, il
y a une augmentation de l'incorporation de fucose tritié¢ dans les fractions 74 9 (d =
1,45-1,50) (résultats non présentés).

Les fractions 7 & 9 marquées a la glucosamine ou au fucose tritié sont ensuite
rassemblées, réduites, et soumises a une seconde gel-filtration sur Sepharose CL-
4B. Le chromatogramme de ce second fractionnement est présenté sur la figure 2.

Le profil d'élution du matériel marqué a la glucosamine nous indique la
présence d'un matériel exclu (Kav = 0) et d'un matériel partiellement inclus
(Kav = 0,2) (Figure 2A). Le pic de Kav = 0 correspondrait & des mucines matures,
celui de Kav = 0,2 contiendrait des mucines plus petites. Le marquage de ces deux
pics est peu modifié sous TNFa. De plus, la migration du pic de Kav = 0 en SDS-
PAGE 8-25 % permet la visualisation d’un matériel de haute masse moléculaire qui

migre trés peu, et dont l'intensité ne semble pas modifiée sous TNFa (résultats non
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Figure 2 : Second fractionnement chromatographique sur Sepharose CL-4B
des fractions 7 a 9 de [l'ultracentrifugation des produits sécrétés marqués a la
glucosamine (A) ou au fucose (B) tritiés. L'incorporation de précurseur
radiomarqué est représentée par (— — ) dans les mucines sécrétées dans

les conditions basales et par (—— ) dans les mucines sécrétées aprés
stimulation par le TNFa.
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présentés). Par contre, les pics de Kav = 0 et de Kav = 0,2 sont plus fucosylés sous
TNFa par rapport aux conditions basales (Figure 2B).

Le TNFa ne semble donc pas avoir d’influence sur la sécrétion des mucines,
puisque le radiomarquage par [3H]glucosamine ne varie pas, mais entraine une
augmentation de la fucosylation. Néanmoins, I'incorporation de fucose est trés faible
a Pétat basal, et n’augmente que modérément sous TNFo.

Un radiomarquage au [*°S] a également été effectué : cette expérience n'a
révélé aucune incorporation de sulfate radiomarqué dans les mucines, aussi bien

dans les conditions basales ou qu’aprés stimulation par le TNFa.

Variations d’activité des glycosyl- et sulfotransférases induites par le TNFc

Activités sulfotransférasiques

Aprés avoir incubé les fractions microsomales des cellules contrbles avec le
GIcNACB1-O-Met et le [**S]PAPS, les produits marqués sont récupérés selon le
protocole décrit dans «Matériels et méthodes» et directement injectés sur la colonne
CarboPac PA-100. Le profil d’élution obtenu par lecture de la radioactivité ne
comporte qu'un seul pic, élué a 11 min 30 s et correspondant au [*°S]sulfate libre
[Lo-Guidice et al., 1995]. Aucun GIcNAcB1-O-Met suifaté néosynthétisé n'est
détectable sur le profil d'élution, ce qui signifie qu'il n’existe pas d’activité GIcNAc-
sulfotransférasique détectable dans les cellules MM-39 cultivées déns les conditions
basales (Figure 3A).

Par contre, dans le cas de l'incubation des microsomes de cellules stimulées
par le TNFo avec le GIcNAcB1-O-Met et le [*>S]PAPS, le profil d'élution obtenu par
lecture de la radioactivité comporte deux pics: le pic élué a 11 min 30 s
correspondant au [®°S]sulfate libre, et un pic élué 2 9 min 42 s, absent quand les
incubations sont réalisées sans substrat, qui correspond vraisemblablement a un
méthyl-glycoside GICNAcB1-O-Met sulfaté néosynthétisé (Figure 3B). Afin de
déterminer la position du groupement sulfate sur ce GIcNAcp1-O-Met sulfaté
néosynthétisé, nous avons injecté les produits radiomarqués (synthétisés durant les

incubations) avec un standard synthétisé chimiquement, le méthyl-glycidside
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Figure 3 : Profil d'élution en HPAEC des produits synthétisés lors de
I'incubation des microsomes de cellules contrdles avec le substrat GIcNAcB1-

O-Met et le [39S]PAPS (A) ou d'un mélange contenant les produits
synthétisés lors de l'incubation des microsomes de cellules stimulées par le
TNFa avec le substrat GIcNAcB1-O-Met et le [35S]PAPS, et le standard
HO4 S-5GIcNAcp1-O-Met (B) . .
L'élution est suivie a la fois par détection de la radioactivité ) et détection
ampérométrique pulsée (— ). . ’
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HO3;S-6GIcNAcB1-O-Met. Ce standard, repéré par PAD, 'a exactement le méme
temps de rétention que le méthyl-glycoside GIcNAcB1-O-Met sulfaté néosynthétisé
(viéualisé par détection de la radioactivité), ce qui montre la présence d'une activité
GIcNAc-6-O-sulfotransferasique dans les MM-39 stimulées par le TNFa (Figure 3B).
Cette activité, de 0,69 + 0,06 pmol/mg de protéines/min, est faible (environ trente fois
inférieure) comparée a celle observée dans la muqueuse bronchique humaine [Lo-
Guidice et al., 1995] (Tableau 11).

Tableau I : Activitées o2-3-sialyl-, a1-2-fucosyl-, «1-3-fucosyl-, et
sulfotransférasiques des fractions microsomales de cellules MM-39 cultivées dans

les conditions basales ou stimulées par le TNFa.

Activité Gal-3-O- | GIcNAc-6- a1-3-fucosyl- ol-2- o2-3-sialyl-
sulfo- O-sulfo- fucosyl-
transférasique (pmol/mg de (fmol/mg de protéines/min) (pmol/mg de
protéines/min) protéines/min)
Substrat Galp1-0O- | GIcNAcB1-| Gal(p1- | NeuAc(a2- Gal(p1- Gal(p1-
Met O-Met 4)GIcNAc |3)Gal(B1-4)GIcNAc| 4)GIcNAc | 4)GIcNAc
MM-39 0 0 6,8+0,4 26104 17 1,54
+ 0,09
MM-39 + 0 0,69 11,5£0,5 44+0,5 29 ‘ 2,35
TNFa +0,06 + 0,03
Pourcentage : +71% 14 +67 £ 4 +70 +53+4
d’augmentation
Muqueuse 18,48 17,59 230 395 0 41,07
bronchique
humaine*
* d’aprés Lo-Guidice et al., 1995 ; Degroote et al., 1997 ; Degroote et al., 1999.
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Aucune activité sulfotransférasique n'a été détectée en utilisant le substrat
Gala1-O-Met, aussi bien dans les microsomes de cellules contréles que des cellules

stimulées parle TNFa.
Activités fucosyltransférasiques

L’activité a1-3-fucosyltransférasique a d’abord été étudiée en utilisant comme
substrat le trisaccharide NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GIcNAc. Aprés incubation des
fractions microsomales provenant de cellules contrles avec ce substrat et le
[PH]GDP-Fuc, le profil d'élution obtenu par lecture de la radioactivité ne comporte
qu’un pic majeur, élué a 21 min 30 s. Ce pic, identifié par co-élution avec un standard
non marqué (repéré par PAD), correspond a la structure NeuAc(a2-3)Gal[Fuc(a1-
3)1(B1-4)GlcNAc. Un pic mineur, €lué a 13 min 30 s, est également détecté sur le
diagramme d’élution ; il correspond au [3H]fucose libre, témoin de la dégradation du
[PH]GDP-Fuc pendant les incubations (Figure 4).

Aprés incubation des fractions microsomales provenant de cellules stimulées
par le TNFa (la méme quantité de protéines que pour les incubations «contrbles»)
avec NeuAc(o2-3)Gal(p1-4)GIcNAc et le [BH]IGDP-Fuc, le profil d’élution comporte les
mémes pics que ceux visualisés dans les conditions contréles, mais Fincorporation
de fucose sur le substrat NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)GIcNAc est plus importante aprés
stimulation par le TNFaque dans les conditons basales. L'activité o1-3-
fucosyltransférasique dans les cellules stimulées est'de 4,4 + 0,5 fmol/mg de
protéines/min contre 2,6 £ 0,4 fmol/mg de protéines/min dans les cellules contrdles
(Figure 4 ; Tableau II). Le TNFa stimulerait donc l'activité o1-3-fucosyltransferasique,
d’'olt une augmentation de l'incorporation de fucose sur le substrat NeuAc(o2-
3)Gal(p1-4)GIcNAc (+ 67 £ 4 %). Néanmoins, il faut noter que cette activité reste trés
faible comparée a celle observée dans la muqueuse bronchique humaine, qui est de
395 fmol/mg de protéines/min pour le méme substrat.

Nous avons ensuite testé les activités a1-2- et a1-3-fucosyltransférasiques
avec le substrat Gal(p1-4)GicNAc. Dans les deux cas (conditions basales ou

stimulation par le TNFa), I'incubation de ce substrat avec les microsomes et le

.\\
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Figure 4 : Profil d'élution en HPAEC d'un mélange contenant les produits
radiomarqués synt hétisés pendant les incubations des fractions microsomales
(provenant des cellules contrbles (— ) ou stimulées par TNFo (— )) avec
NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GicNAc et [3H]GDP-Fuc, et le standard NeuAc(a2-
3)Gal(B1-4)[Fuca1-3] GcNAC.

L'élution est suivie par détection de la radioactivité (—, —) et par détection
amp érométrique pulsée (—). '
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[PH]GDP-Fuc conduit a la biosynthése de structures Le* (Gal[Fuc(a1-3)](B1-
4)GIcNAc) et Le’ (Fuc(oc1-2)Ga|[Fuc_;oc1-3](B1-4)GIcNAc), mais l'incorporation de
fuédse ~est plus forte sous stimulation par le TNFa (résultats non
présentés). L'activité oc1-3-fucosy|trahsférasique sur le substrat Gal(1-4)GIcNAc
dans les cellules stimulées est de 11,5 £ 0,5 fmol/mg de protéines/min contre 6,8 +
0,4 fmol/mg de protéines/min dans les cellules contréles (Tableau II). De méme,
I'activité o1-2-fucosyltransférasique, qui est de 17 fmol/mg de protéines/min dans les
cellules contrdles, augmente de 65 % pour atteindre 29 fmol/mg de protéines/min
dans les cellules stimulées par le TNFa. L'activité o1-3-fucosyltransférasique reste
trés inférieure a celle de muqueuse bronchique humaine. L’activité ol-2-
fucosyltransférasique ne peut étre comparée a celle de muqueuse bronchique
humaine, car aucune activité a1-2-fucosyltransférasique n’avait été observée sur le
substrat Gal(B1-4)GlcNAc au cours de notre étude concernant la biosynthése des

dérivée sulfatés et/ou sialylés de I'épitope Le*.
Activité o2-3-sialyltransférasique

L’activité a2-3-sialyltransférasique a été étudiée avec le substrat Gal(p1-
4)GIcNAc. Aprés incubation des microsomes provenant de cellules coﬁtréles avec ce
substrat et le [*C]JCMP-NeuAc, le profil d’élution obtenu par lecture de la radioactivité
‘comporte trois pics. Deux d’entre eux sont présents quand les incubations sont
effectuées sans substrat et ont été identifiés par co-élution avec des standards hon
marqués (repérés par PAD) : le pic élué a 20 min 54 s correspond a l'acide sialique
libre, et celui a4 47 min 42 s correspond au [**CJCMP-NeuAc non dégradé. Le pic élué -
a 22 min 36 s correspond a un oligosaccharise sialylé néosynthétisé (Figure 5). Ce
pic a été identifié par co-élution avec le standard NeuAc(a2-3)Gal(p1-4)GIcNAc, ce
qui montre la présence d'une activité a2-3-sialyltransférasique dans les cellules
MM-39 (Figure 5). Cette activité est de 1,54 + 0,09 pmol/mg de protéines/min, ce qui
est & nouveau trés inférieur a l'activité «o2-3-sialyltransférasique de muqueuse
bronchique humaine sur le méme substrat (41,07 pmol/mg de protéines/min). En
utilisant une méme quantité de protéines microsomales provenant de cellules

stimulées par le TNFa, [lincorporation d'acide sialique sur le = substrat

N
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Figure 5 : Profil d'élution en HPAEC d'un mélange contenant les produits
sialylés radiomarqués synthétisés pendant les incubations des fractions
microsomales (provenant des cellules contréles (— ) ou stimulées par TNFa
(—)) avec Gal(B1-4)GcNAc et [14C]CMP-NeuAc, et le standard NeuAc(o2-
3)Gal(p1-4)GcNAc. '

L'élution est suivie par détection de laradioactivité (—,—) et par détection
ampérométrique pulsée ( —).



XXTIL

Gal(p1-4)GIcNAc est l1égérement plus importante que dans les conditions basales
(2,35 £ 0,03 pmol/mg de protéines/min). Le TNFa stimule donc Pactivité «2-3-

sialyltransférasique présente dans les fractions microsomales de cellules MM-39.

Influence de Ia concentration en TNFa et du temps de stimulation par le

TNFa sur 'expression des génes de fucosyl- et sialyltransférases

L’augmentation de Fexpression des ARNm des a1-2-fucosyltransférases
(FUTT et FUT2), de I'enzyme Lewis FUTS3, et des a2-3-sialyltransférases (ST3Gal-/,
ST3Gal-lll et ST3Gal-1V) dépend de la concentration du TNFa. L'effet du TNFo, est
maximal & 20 ng/ml ; au-dessus de cette concentration, un plateau apparait
(résultats non présentés). Le niveau d’expression des glycosyltransférases atteint
également un plateau a partir de 16 h de contact entre les cellules et la cytokine
(résultats non présentés).

Variations d’expression des genes de glycosyltransférases induites par le
TNFa

Dans les cellules cultivées dans les conditions basales, les ARNm de FUT?2,
FUT3, ST3Gal-l, ST3Gal-lll, ST3Gal-lV (Figure 6A), et de C2-GnT (résultats non
présentés) sont facilement détectables par RT-PCR, alors que ceux de FUT1, FUT4,
et I-GnT le sont difficilement (résultats non présentés).

Lorsque les cellules sont stimulées par le TNFa (20 ng/ml, 16 h), I'expression
des a1-2-fucosyltransférases [FUT1 (codant 'enzyme H) et FUT2 (codant I'enzyme
Sécréteur)], de l'enzyme Lewis FUTS3, et des a2-3-sialyltransférases ST3Gal-/,
ST3Gal-1ll, et ST3Gal-IV est augmentée (Figure 6A et B). L'expression de FUT3 et
de ST3Gal-lll est particulierement sensible au TNFa (+ 90 + 27 % pour FUT3 ; + 80
+ 25 % pour ST3Gal-lll). ‘

Les amorces que nous avons utilisées pour amplifier 'TADNc de FUT3 (447 pb)
pouvaient, en théoriev, également amplifier FADNc de FUT5 (486 pb). Dans nos

A\
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(A) Variations d'expression en RT-PCR des o2-3-

sialyltransférases ( ST3Gal-l, -lll, -1V) et des fucosyltransférases FUT
2 et -3 dans les conditions basales (piste 1) ou aprés stimulation par
TNFa (piste 2) ( la B-actine est utilisée comme contrble externe) et
(B) histogramme représentant les variations d'expression des a2-3-
sialyltransférases et des fucosyltransférases (FUT1, -2, -3, -4) apres
stimulation par TNFa (20 ng/ml, 16 h). :
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expériences de PCR, une seule bande a été visualisée aprés migration en gel de
polyacrylamide a 8 %. Ce produit de RT-PCR est clivé en deux fragments de 282 et
165 pb aprés digestion par Dde | [Emery et al., 1997], ce qui signifie que seul le
fragment de FUT3 a été amplifié et qu’il n’y a pas d’expression de FUTS5. Concernant
FUTA4, toutes les concentrations de TNFa testées induisent une légére diminution de
I'expression de I'enzyme (- 30 + 12 %) (Figure 6B).

Les ARNm de FUT5, -6, et -7 ne sont pas détectables dans les cellules
MM-39, qu'elles soient cultivées dans les conditions basales ou stimulées par le
TNFa.

L'expression des génes des B1-6-N-acétylglucosaminyltransférases, Co-GnT
and I-GnT, est identique quels que soient la quantité de TNFa et le temps de

stimulation utilisés (résultats non présentés).

De fagon générale, le TNFa stimule I'expression des genes FUT2, -3,
ST3Gal-l, -1l et -1V, ainsi que les activités a1-2- et a1-3-fucosyltransférasiques, et
a2-3-sialyltransférasiques. Néanmoins, il faut noter que les fucosyltransférases sont
peu exprimées dans la lignée MM-39 (par rapport & I'expression de ces enzymes
dans des cultures secondaires de cellules épithéliales bronchiques humaines [Emery
et al., 1997], ce qui explique la faible activité des a1-2- et on1-3-fucoé‘yltransférases
de ces cellules. Si les sialyltransférases sont plus exprimées que les
fucosyltransférases, leur activité reste néanmoins inférieure a celle de la muqueuse

bronchique humaine.
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Discussion

Aprés stimulation des cellules MM-39 par le TNFa, une augmentation
modérée de l'incorporation de fucose dans les mucines a été observée, ainsi qu'une
augmentation des activités fucosyl- et sialyitransférasiques et I'apparition d’une
activité GIcNAc—é-O-sulfotransférasique. Néanmvoins, ensemble de nos résultats,
bien que suggérant un effet du TNFa sur I'expression et 'activité des fucosyl-, sialyi-
et sulfotransférases des cellules MM-39, ne permet pas de le démontrer de fagon
définitive. En effet, les mucines sécrétées par les cellules MM-39 sont
essentiellement sialylées, trés peu fucosylées et sulfatées. Lo-Guidice et al., utilisant
de plus faibles quantités de cellules pour le radiomarquage, n’avaient pas détecté
d’incorporation de fucose [1997]. L'expression des fucosyltransférases et leur activité
sont trés faibles dans les conditions basales et n‘augmentent que légérement sous
stimulation. Cette augmentation d’activité se traduit par une augmentation modérée
de lincorporation du fucose tritié dans les mucines de Kav = 0 et de Kav = 0,2.

Ces problémes sont probablement liés au degré insuffisant de différentiation
mucipare des cellules ou au petit nombre de cellules ayant une différentiation
mucipare parmi la population cellulaire. De plus, les activités des enzymes
lysosomiaux sont trés élevées dans les liquides de surnageant de cultures primaires
de cellules respiratoires humaines ; elles le sont également dans le cas des cellules
MM-39 [Merten, communication personnelle]. Nous avons observé au laboratoire
que les activités fucosidasiques présentes dans les microsomes de cellules MM-39
étaient au moins deux fois plus élevées que celles présentes dans la muqueuse
bronchique humaine. A l'avenir, il sera donc intéressant d'utiliser un inhibiteur de
fucosidases, comme le 1,5-didéoxy 1,5-imino-L-fucitol, durant les incubations.

_ Lors du marquage métabolique avec le [*°S]sulfate, nous n’avons observé
aucune incorporation de [*°S]sulfate dans les mucines sécrétées par la lignée
MM-39, que ce soit dans les conditions basales ou sous stimulation par le TNFa.
Pourtant, nous avons détecté dans les microsomes des cellules stimulées une faible
activite  GlcNAc-6-O-sulfotransférasique, susceptible d'agir sur les chaines
glycanniques de mucines. |l est possible que les mucinés synthétisées par la lignée
MM-SQ soient de mauvais substrats pour cette GlcNAc-6-O-sulfotransférase et que,
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par un phénoméne de compétition avec d'autres enzymes plus actifs, trés peu de
sulfate soit incorporé dans les chaines glycanniques de mucines.

Le faible potentiel de fucosylation et de sulfatation de la lignée MM-39 nous a
incitéts a poursuivre l'étude de stimulation par le TNFo sur des explants de
muqueuse bronchique humaine, car il a été montré au laboratoire que la muqueuse
bronchique contenait des activités sulfo-, fucosyl- et sialyltransférasiques beaucoup
plus élevées que celles des MM-39 [Lo-Guidice et al., 1995 ; Degroote ef al., 1997 ;
Degroote et al., 1999, Glycobiology, sous presse]. Une seule expérience, au cours
de laquelle nous avons examiné les activités sulfo- et glycosyltransférasiques dans
les conditions contrdles ou sous TNFa, a pu étre réalisée jusqu’'a présent, du fait de

la difficulté en approvisionnement en piéces opératoires.
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2. Effet du TNFo sur les actvités fucosyl-, sialyl-, et
sulfotransférasiques d’explants de  muqueuse

bronchique humaine.

Matériel et Méthodes

Culture des explants et stimulation par le TNFa

Des fragments de muqueuse et sous-muqueuse bronchiques sont prélévées
dahs des zones macroscopiquement saines de piéces opératoires de patients
atteints de cancer bronchique. Ces fragments sont découpés en petits morceaux de
4 a 5 mm de cété, et répartis dans deux puits d'une flasque a 6 puits. Les piéces
contenues dans le premier puits sont recouvertes de 1,5 ml de milieu CMRL-1066
(Life Technologies) contenant 2 mM de glutamine (Life Technologies) pour servir de
contrble. Le méme milieu, contenant en plus du TNFa (20 ng/ml), est ajouté dans le
second puits. La flasque est placée 16 h a 37 °C sous agitation douce. Au bout de
16 h, les morceaux de muqueuse/sous-muqueuse bronchique sont récupérés en vue
d'une préparation de microsomes. )

La préparation des microsomes, le dosage de protéines, I'étude des activités
GIcNAc- et Gal-sulfotransférasiques, a-fucosyl-transférasiques, o2-3-sialyl-
transférasiques, Iidentification des produits radiomarqués néosynthétisés par
HPAEC/PAD sont effectués selon les protocoles décrits dans la partie n° 1
concernant les cellulesMM-39.
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Une activité a1-3-fucosyltransférasique, agissant sur le disaccharide Gal(p1-
4y)GIcNAc, est également présente dans les fractions microsomales préparées a
pé'rtir des explants contrbles. Sa valeur dans les conditions basales est environ dix
fois supérieure a celle calculée dans les cellules MM-39 sur le méme substrat. Sous
stimulation par le TNFa, elle augmente fortement (+ 192 % dans notre expérience) et
atteint Iewniveau‘d’activité présent dans des rhicrosomes directement préparés a
partir de muqueuse bronchique. Par contre, aucune activité o1-2-
fucosyltransférasique, agissant sur le disaccharide Gal(p1-4)GIcNAc, n'a pu étre
mise en évidence. Cette absence d’activité a1-2-fucosyliransférasique a déja
constatée dans des microsomes directement préparés a partir de muqueuse
bronchique, au cours de notre étude de biosynthése [Degroote et al., 1999,
Glycobiology, sous presse].

Une activité o2-3-sialyltransférasique, agissant sur le disaccharide Gal(p1-
4)GIcNAc, a également été caractérisée dans les fractions microsomales préparées
a partir des explants cultivés dans les conditions contréles. Sa valeur (9,04 pmol/mg
de protéines/min), bien qu’inférieure a celle déterminée dans des microsomes
directement préparés a partir de muqueuse bronchique, est six fois plus élevée que
celle des microsomes de cellules MM-39. L’activité a2-3-sialyltransférasique est plus
élevée dans les microsomes préparés a partir d’explants stimulés par le TNFa
(+ 41 %).



Résultats

Les résultats obtenus concernant les activitts Gal et GlcNAc-
sulfotransférasiques, «1-3- et al-2-fucosyltransférasiques et «2-3-sialyl-
transférasiques des explants bronchiques, dans les conditions de culture contréle ou

sous stimulation bar le TNFa, sont présentés dahs le tableau lll.

Tableau Ill: Activités a2-3-sialyl-, a1-2-fucosyl-, a1-3-fucosyl-, et sulfo-
transférasiques des fractions microsomales d’explants bronchiques humains, cultivés

dans les conditions basales ou stimulés par le TNFa.

Activité Gal- GlcNAc-6- o1-3- ol-2- a2-3-
sulfo- O-suifo- fucosyl- fucosyl- sialyl-
transférasique (pmol/mg de (fmol/mg de protéines/min) (pmol/mg de
protéines/min) protéines/min)
Substrat Galp1-O- | GlcNAcp1- Gal(p1-4)GlcNAC Gal{p1- Gal(p1-
Met O-Met 4)GIcNAc 4)GIcNAc
Explant 0 0,61 70,1 0. 9,04
contrble
Explant + 0 1,09 205 0 12,77
TNFa '
(+78 %) (+192%) - (+41 %)

Aucune activité Gal-sulfotransférasique n'a été détectée dans les microsomes
préparés a partir d’explants de muqueusé bronchique, que ce soit dans les
conditions contréles ou sous stimulation par le TNFa.

Par contre, une faible activité GlcNAc-6-O-sulfotransférasique a été visualisée
dans les explants bronchiques ; 'activité GicNAc-6-O-sulfotransférasique basale est
proche de celle détectée dans les MM-39 sous stimulation, elle est augmentée
(+ 78 %) quand les explants sont stimulés par le TNFa. Néanmoins, les activités
sulfotransférasiques caractérisées dans les explants sont tres inférieures é_cellés de
muquéuse bronchique humaine [Lo-Guidice et al., 1995 ; Degroote et al., 1997] .

\




Discussion

Les explants bronchiques préséntent de faibles activités sulfotransférasiques,
mais des activités o1-3-fucosyltransférasique et a2-3-sialyltransférasique plus
elevées que celles des cellules MM-39 ; ces activités sont augmentées quand les
explants sont stimulés par le TNFa.

L'absence totale d’activit¢ Gal-3-O-sulfotransférasique, et la faible activité
GIcNAc-6-O-sulfotransférasique détectée dans les explants bronchiques sont
surprenantes. En effet, dans des fractions microsomales directement préparées a
partir de muqueuse bronchique humaine, les activités Gal-3-O- et GlcNAc-6-O-
sulfotransférasiques sont relativement importantes (de I'ordre de 17-18 pmol/mg de
protéines/min). La perte (ou la forte diminution) des activités sulfotransférasiques
pourrait étre due a la présence d'une grande quantité de sous-muqueuse dans les
explants bronchiques, alors que la caractérisation de ces enzymes avait été réalisée
avec des microsomes directement préparés a partir de I'épithélium de surface. Les
activités sulfotransférasiques pourraient se trouver surtout dans [I'épithélium de
surface (en particulier dans les cellules caliciformes synthétisant des mucines), et
étre plus faibles dans la sous-muqueuse bronchique : des fractions microsomales
préparées a partir d'explants (sous-muqueuse et muqueuse) contiendraient donc des
activités sulfotransférasiques plus faibles que celles de I'épithélium bronchique de
surface, du fait d'une certaine «dilution». La présence de sulfatases dans les
prépafations de microsomes est également envisageable.

Il semble que, malgré de faibles ou inexistantes activités sulfotransférasiques
qui les distinguent des cellules bronchiques, les explants bronchiques soient un
meilleur modéle que les cellules MM-39 pour: étudier I'effet du TNFa sur les activités
glycosyltransférasiques. L’inconvénient potentiel des explants de muqueuse
bronchique humaine réside en ce qu’ils proviennent a chaque fois d’'un patient
différent-qui posséde un patrimoine génétique et un potentiel de glycosylation et de
sulfatation qui lui sont propres. Les activités glycosyl- et sulfotransférasiques basales
seront peut-étre variables d'un patient a I'autre. Néanmoins, nous nous intéressons
surtout a la variation de ces activités aprés stimulation par le TNFa, plutét qu’a leurs

valeurs absolues.
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Nous allons donc compléter cette premiére expérience par des études
similaires sur d’autres explants bronchiques, sur lesquels nous pourrons a nouveau
étudier I'effet du TNFa sur I'activité dés glycosyl- et sulfotransférases, et également
étudier I'expression par RT-PCR des fucosyl- et sialyltransférases exprimées dans ce

modéle.
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Conclusion - Discussion

Effet du TNFa sur la fucosylation, la sialylation et la sulfatation

dans la Iignég MM-39 et les explants bronchiques

Les résultats obtenus sur la lignée MM-39, et lors de notre premiéré
expérience sur explant bronchique, suggérent que le TNFa a un effet stimulateur sur
I'expression et I'activité des fucosyl-, sialyl- et sulfotransférases susceptibles d’'agir
en périphérie des mucines sécrétées. Par cohtre, aucune hypersécrétion de mucines
n'a été observée lors de la stimulation de la lignée MM-39 par cette cytokine. Le
TNFa semble surtout agir sur la glycosylation et la sulfatation des mucines plutét que
sur leur sécrétion. Néanmoins, les augmentations d’expression et d'activité des
fucosyl-, sialyl- et sulfotransférases ne signifient pas qu’elles agissent réellement
plus sur les mucines sécrétées. Nous devrons donc par la suite caractériser plus
précisément la glycosylation périphérique des mucines sécrétées par la Iignéé
MM-39, avec des anticorps (anti-sialyl Le*, anti-Le’...) et des lectines (MAA, lectine
de Maackia Amurensis ; UEA1, lectine d’Ulex Europeus).

Les explants bronchiques présentent des activités fucosyltransférasiques et
sialyltransférasiques proches de celles décrites dans les microsomes directement
prépafés a partir de muqueuse bronchique, et nettement supérieures aux activités
présentes dans les microsomes préparés a partir de cellules MM-39. Néanmoins,
Factivité Gal-3-O-sulfotransférasique n’est pas détectable dans ce modéle, et
Factivité GIlcNAc-6-O-sulfotransférasique, bien qu'activable par le TNFa, est trés
faible. Les explants bronchiques ne constituent donc pas un modéle idéal, mais leur
utilisation pour Pétude des variations d’expression et d'activités fucosyl- et
sialyltransférasiques sous stimulation par le TNFa reste plus intéressante que la
lignée MM-39.

Nos resultats permettent de compléter I'observation d’'une hypersialylation et
d'une expression accrue de [I'épitope sialyl Le* en périphérie des mucines
bronchiques de patients'sévérement infectés, atteints de mucoviscidose ou de

bronchite chronique. Le TNFa, cytokine initiatrice de la réponse inflammatoire,

-
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entraine une augmentation légére des activités sialyltransférasique et
fucosyltransférasique dans nos deux modéles (MM-39 et explants), et pourrait avoir
le méme effet dans 'appareil respiratoire de patients trés infectés.

Ces résultats suggérent que les mucines, du moins certaines d’entre elles,
pourraient se comporter comme des molécules inflammatoires, dont la glycosylation
et la séc;étion peuvent se trouver modifiées lors de phénoménes inflammatoires. Le
rdle de ces modifications (hypersialylation, surexpression de [I'épitope sialyl Le¥)
pourraient étre de moduler la réponse inﬂammatéire, en interagissant avec les
sélectines des leucocytes. Les nouveaux épitopes créés pourraient, en outre, étre
des sites de fixation pour certains pathogénes ayant un tropisme pour l'appareil
respiratoire, facilitant ainsi la colonisation par ces micro-organiémes.

N
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I. La colonisation par Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste, gram négatif, qui est en
général responsable d’infection chez des patients ayant une altération de leurs défenses,
comme les sujets atteints du syndrome acquis d’immunodéficience, ceux qui viennent de
suivre uné chimiothérapie ou encore les grands brillés. Cette bactérie est également le
probléme majeur des patients CF, car elle colonise 1’appareil respiratoire et devient
pratiquement impossible & éliminer. Méme si certains facteurs favorisant cette colonisation
sont connus, la spécificité et la persistance de Dinfection par cette bactérie dans la

mucoviscidose restent encore mal comprises.

1. Différents facteurs peuvent favoriser ’infection par P. aeruginosa

1.1 Altération de la rhéologie du mucus

En 1953, di Sant’Agnese observe une augmentation de la concentration en ions
chlorures dans la sueur, qui est due a un défaut de réabsorption de ces ions au niveau des
canaux des glandes sudoripares [1953]. Cette observation a donné lieu 4 la mise en place du
premier test de dépistage de la mucoviscidose, appelé test de la sueur, qui est toujours utilisé.
Au niveau de 1’épithélium respiratoire, 1’absence ou P’altération de la protéine CFTR se
traduit. par un défaut de sécrétion des ions chlorures, accompagné d’une augmentation de
I’absorption des ions sodium et d’eau. Les perturbations des mouvements ioniques conduisent
a une déshydratation du liquide péri-ciliaire et du mucus, pouvant conduire & un mauvais
fonctionnement du systéme muco-ciliaire et a la stagnation du mucus bronchique dans les
voies aériennes, favorisant la colonisation bactérienne. Cependant, 1’altération des transports
ioniques liée au dysfonctionnement de la protéine CFTR ne semble pas étre le seul facteur
responsable de la colonisation de I’arbre trachéo-bronchique, puisqu’il existe d’autres
affections dans lesquelles 1’efficacité du systtme muco-ciliaire est trés réduite (par exemple
dans le cas du syndrome de dyskinésie ciliaire) sans que I’on observe une infection précoce
par P. aeruginosa [Palmer & Alpern, 1998].

e
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1.2 Altération de [’activité anti-microbienne du mucus

Il y a plus de 70 ans, Fleming avait observé que les sécrétions trachéo-bronchiques
humaines étaient capables de tuer des bactéries [1922]. On sait aujourd'hui qu'un certain
nombre de protéines et de peptides a propriétés anti-bactériennes sont sécrétés dans le mucus
bronchique et quiils contribuent 4 la défense des voies aériennes [Travis et al., 1999]. Leur
contribution dépend de leur concentration et de leur activité au sein du liquide péri-ciliaire qui
ée trouve entre la surface de 1'épithélium et la couche de mucus.

Ce sont essentiellement le lysozyme [Kai et al., 1996] et la lactoferrine [Harbitz et al.,
1984], sécrétés par les cellules sereuses et les polynucléaires neutrophiles, ainsi que le MPI
(pour Mucus Proteinase Inhibitor) sécrété par les cellules séreuses et les cellules de Clara
[Hiemstra et al., 1996]. Ce dernier représente le pﬁncipal inhibiteur de sérine-proféases
(élastase) du mucus bronchique. Des immunoglobulines A de sécrétion sont également
présentes dans le mucus bronchique [Reynolds et al., 1978] et tous ces composants agissent
en synergie pour lutter contre les infections des voies aériennes et pour maintenir les bronches
stériles.

Au cours de ces derniéres années, d'autres peptides dotés de propriétés antibiotiques,
appelés défensines, ont été mis en évidence, d'abord dans les granules des leucocytes puis
dans les muqueuses [Gabay et al., 1989]. Ces peptides ont tous en commun leur petite taille et
leur caractére cationique [Hancock & Lehrer, 1998]. Deux B-défensines, HBD-1 et HBD-2,
sont exprimées au niveau de I'épithélium de surface et dans les cellules séreuses des glandes
de la sous-muqueuse bronchique [Singh et al., 1998]. 1 a été suggéré qu'il existait une
diminution de l'activité de ces deux défensines chez les patients CF qui pourrait étre due a la
conéentration importante en sels du liquide de surface de I'épithélium et qui pourrait expliquer
la persistance de l'infection chronique par P. aeruginosa rencontrée dans cette affection
[Smith et al., 1996 ; Bals et al., 1998 ; Goldman et al., 1997]. Toutefois, il a été¢ montré que
les défensines contenues dans le mucus bronchiqué CF étaient intactes et nombreuses [Soong
et al., 1997] et qu'il n'y avait pas de différence significative dans la concentration en ions du
liquide péri-ciliaire entre les sujets sains, les sujets CF et les sujets souffrant de bronchite
chronique [Knowles et al., 1997 ; Matsui et al., 1998]. Puisque les concentrations en ions sont
largement suffisantes pour permettre une activité normale des défensines dans les trois
groupes de sujets, I'infection des malades CF pourrait étre due a d'autres facteurs. _‘

L’«oxyde nitrique synthase», enzyme générant de I’oxyde nitrique (lui-méme

important médiateur dans les mécanismes de défense de 1’hote) semble étre déficiente au

\
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niveau d’explants pulmonaires de patients atteints de mucoviscidose [Meng et al., 1998].
L’altération de ce systtme de défense pourrait étre lié A la susceptibilité particuliére des

patients CF vis-3-vis des infections bactériennes.

1.3 Primo-infection des voies respiratoires de patients  atteints de

' mucoviscidose par d’autres pathogénes

La colonisation pulmonaire par P. aeruginosa pourrait étre aussi favorisée par une
infection préalable par d’autres bactéries. En effet, au début de la maladie, les pathogénes
dominants sont Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae et Streptococcus
pneumoniae. P. aeruginosa apparait plus tardivement et devient le pathogéne prédominant au
niveau des voies respiratoires (Figure 13). Il semble que I'infection par P. aeruginosa soit
favorisée par les 1ésions créées par les pathogénes responsables de la primo-infection [Koch &
Heiby, 1993]. Cependant, la prévalence de I'infection par P. aeruginosa chez les patients CF

est encore mal comprise, de méme que la chronologie de I’infection et sa chronicité.

2. Hypothéses sur la colonisation par P. aeruginosa

2.1 L’émergence de récepteurs pour P. aeruginosa ?

L'adhérence de la bactérie aux tissus bronchiques et au mucus pourrait étre le préalable
nécessaire 2 la colonisation et 4 la pathogénicité. L'adhérence bactérienne peut &tre due a des
interactions spécifiques entre les molécules d'adhésion de la bactérie (pili, lipopolysaccharide,
flagelle, adhésines de la membrane externe...) et des structures servant de récepteurs
présentes en surface des cellules épithéliales respiratoires ou sur les mucines bronchiques
(Figure 14).

De nombreuses études ont été réalisées afin de définir trés précisément les structures
glycanniques reconnues par P. aeruginosa. In vitro, cette bactérie peut se fixer sur différents

glycoconjugués, parmi lesquels les glycolipides membranaires asialo-GM1 et asialo-GM2.

e
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L’asialo-GM1 a été caractérisé sur la surface de cellules épithéliales CF en culture,‘ et
pourrait servir de récepteur pour P. aeruginosa, mais aussi pour Staphylococcus aureus
[Ihiundo et al., 1995]. Pour P. geruginosa, cette interaction se ferait via les pili, et plus
particuliérement entre la partie C-terminale de la piline (composant majeur du pili) et la
séquence GalNAc(B1-4)Gal des asialo-glycolipides. Lors d’épisodes infectieux chez les sujets
sains, 1’épithélium pulmonaire en réparation favorise la fixation de P. aeruginosa par
’exposition de récepteurs asialo-GM1 [De Benzmann et al., 1996]. Une augmentation du
nombre de récepteurs asialo-GM1 a été décrite en surface de cellules CF (comparées avec des
cellules non-CF) [Saiman & Prince, 1993] ; cet accroissement du nombre de sites récepteurs
pour P. aeruginosa pourrait expliquer la prévalence de cette bactérie dans la mucoviscidose.
L’exoenzyme S, présente sur la membrane externe des bactéries, reconnait également la
structure GalNAc(pB1-4)Gal des asialo-GM1 et -GM2 [Lingwood et al., 1989].

Un lien encore plus direct entre la protéine CFTR et P. aeruginosa a été suggéré : la
protéine CFTR serait un récepteur (présent sur les cellules épithéliales) pour cette bactérie, et
jouerait un role dans 1’élimination de P. aeruginosa au niveau du poumon [Pier et al., 1997].

Outre les glycolipides membranaires, ’autres composants comme le cholestérol et les
esters du cholestérol peuvent aussi servir de récepteurs pour P. aeruginosa [Rostand et al.,

1993].

Cependant, de nombreuses expériences démontrent que la majorité des bactéries
présentes dans les bronches de patients CF se trouvent plus dans le mucus qu’a la surface des
cellules [Jeffery & Brain, 1988]. P. aeruginosa peut en effet se fixer sur les glycoprotéines
sécrétées, et en particulier sur les mucines bronchiques [Sajjan et al., 1992], par des
interactions mettant en jeu des chaines glycanniques de mucines et des adhésines, protéines de
la membrane externe de la bactérie qui sont distinctes des pilis [Ramphal et al., 1991b].
Devaraj et al. ont montré une affinité accrue de P. aeruginosa pour les mucines bronchiques

de patients CF [1994]. Les mémes constatations ont été faites concernant les mucines

salivaires [Camoy et al., 1993]. Ces résultats suggérent que les mucines bronchiques et .

salivaires de patients CF possédent des modifications qualitatives et/ou quantitatives qui
induisent une affinité accrue pour P. aeruginosa. Les modifications de glycosylation qui sont
précisément responsables de la colonisation par cette bactérie sont encore mal connues.

Les squelettes des chaines glycanniques de mucines sont formées d’une succession de

disaccharides de type 1 (Gal(B1-3)GlcNAc) ou de type 2 (Gal(B1-4)GIcNAc), structures
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2.2 Influence de la composition du milieu sur les protéines d’adhérence

de P. aeruginosa

Le processus d’adhérence de P. aeruginosa aux mucines impliquerait, outre les pilis,
des adhésines situées sur la membrane externe de la bactérie.

Ph%sieurs protéines de la membrane externe de P. aeruginosa capables de reconnaitre
les mucines bronchiques humaines ont été caractérisées [Carnoy et al., 1994]. L’étude de
linfluence de différents facteurs a montré que la quantité de fer dans le milieu, et non
I’osmolarité, avait une influence sur 1’expression de ces protéines capables de se lier aux
mucines bronchiques [Scharfman et al., 1996]. L’expression des adhésines de P. aeruginosa
n’est donc certainement pas constitutive, et certaines d’entre elles pourraient étre induites par

le milieu tres particulier que constitue le liquide péri-ciliaire anormal des patients CF.

IL. Persistance de P. aeruginosa

La virulence de P. aeruginosa repose en partie sur la propriété qu’a cette bactérie de
sécréter divers composés toxiques, enzymes de dégradation et toxines. La majorité de ces
facteurs de virulence ne sont pas synthétisés de maniére constitutive ; nombre d’entre eux sont
produits en phase tardive de croissance, ou dans des conditions de carence. En effet, la
bactérie doit sans cesse s’adapter & son environnement et déjouer les systéme de défense de
I’hote. Par exemple, les souches responsables des premiéres infections sont non-mucoides et
produisent des quantités importantes d’exoenzymes, mais -les souches isolées dans les
infections chroniques produisent un mucoexopolysaccharide (ou alginate) responsable du
phénotype mucoide et produisent moins de facteurs de virulence.

Les facteurs de virulence produits par P. aeruginosa peuvent endommager directement
la muqueuse respiratoire, mais engendrent également une forte réponse immunitaire de 1’hote
qui contribue tout autant  la dégradation de la fonction respiratoire des patients CF.

Différents types de facteurs de virulence peuvent étre distingués: les facteurs
impliqués dans I’adhérence (détaillés précédemment ; Figure 14), ceux impliqués dans la
multiplication et la persistance de la bactérie (les sidérophores ; 1’alginate
mucoexopolysaccharide qui protege la bactérie contre 1’action des cellules immunitaires, de la

déshydratation et des antibiotiques ; le flagelle), et ceux impliqués dans les 1ésions tissulaires
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directes (cytotoxine, hémolysines, phospholipases, protéases, toxines ADP-rybosylant.es,
lipase...).

" D’autres anomalies peuvent contribuer 2 la persistance de P. aeruginosa, comme la
phagocytose déficiente de cette bactérie par les macrophages [Berger et al., 1989 ; Tosi et al.,
1990], la fragmentation des IgG [Fick et al., 1984]. Les mucines bronchiques, site préférentiel
de ’ﬁxatiqy de P. “aeruginosa dans 1’arbre trachéo-bronchjque des patients CF, pourraient
egalement protéger la bactérie de la phagocytose [Vishwanath et al., 1988]. De plus, la
réaction inflammatoire pourrait &tre exacerbée par un déséquilibre dans la balance
oxydants/anti-oxydants [Witko-Sarsat et al., 1996 ; Roum et al., 1993], et la présence I’ ADN
bactérien [Schwartz et al., 1997].
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L FEtude de Paffinité de P. aeruginosa pour différents
épitopes glycanniques dérivés de I’épitope Le”, présents
en périphérie des mucines bronchiques humaines, par

une technique de cytométrie de flux.

P. aeruginosa joue un rdle important dans la colonisation des voies aériennes des
patients CF. Il se lie aux chaines glycanniques des mucines respiratoires ou salivaires et a une
meilleure affinité pour les mucines bronchiques de patients CF que pour celles de patients non
CF [CarnoyA et al., 1993 ; Devaraj et al., 1994], ce qui suggére qu’il existerait des
modifications quantitatives et/ou qualitatives dans la mucoviscidose qui créeraient de
nouveaux sites glycanniques reconnus par P. aeruginosa.

L’observation d’une augmentation de la synthése d’épitopeé sialyl Le* (i) au sein des
mucines bronchiques de malades porteurs de P. aeruginosa (conséquence possible de la
réponse inflammatoire) et (i1) en périphérie des mucines sécrétées par la lignée MM-39
stimulée par le TNFa, nous a incité a vérifier si I’abondance de ces épitopes particuliers
n’était pas, en partie, responsable de la colonisation par P. aeruginosa.

Afin de déterminer le meilleur récepteur glycannique pour P. aeruginbsa, nous avons
développé une technique de cytométrie de flux en utilisant une série de néoglycoconjugués
constitués de polyacrylates marqués a la fluorescéine et porteurs d’un seul épitope
glycannique tel que le sialyl Le*, Le®, Le’, Le’, 3-sulfo Le*, qui correspondent a des
déterminants glycanniques pouvant exister en périphérie des mucines bronchiques humaines.

Nous avons étudié I’affinité de différentes souches de P. aeruginosa (la souche 1244-
NP qui adhére aux mucines bronchiques et salivaires (fournie par le Dr Lory, Seattle, USA),

et quatre souches provenant de patients CF) pour ces néoglycoconjugués.

Ces résultats sont publiés dans la revue Glycobiology, sous le titre:
«Pseudomonas aeruginosa binds to neoglycoconjugates bearing mucin carbohydrate
determinants and predominantly to sialyl Le* conjugates. (1999) Glycobiology, 9, 757-
764». '
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Pseudomonas aeruginosa plays an important role in the col-
onization of the airways of patients suffering from cystic
fibrosis. It binds to the carbohydrate part of respiratory and
salivary mucins and its binding to cystic fibrosis mucins is
even higher, suggesting that qualitative or/and quantitative
modifications of the carbohydrate chains may be involved in
this process. In order to find out the best carbohydrate recep-
tors for Paeruginosa, a flow cytometry technique using a
panel of polyacrylamide based glycoconjugates labeled with
fluorescein was developed. The neoglycoconjugates con-
tained neutral, sialylated or sulfated chains analogous to
carbohydrate determinants found at the periphery of res-
piratory mucins (Le?, LeY, Le¥, sialyl- and 3'-sulfo-Le*, and
blood group A determinants). We used also neoglycoconju-
gates containing Gal(01-2)Galf and sialyl-N-acetyllactosa-
mine determinants. The interaction of these glycoconjugates
with the nonpiliated strain of Paeruginosa, 1244-NP, was
saturable except for the glycoconjugates containing blood
group A or sialyl-N-acetyllactosamine epitopes. The measure
of Kd indicated that strain 1244-NP had a higher affinity for
the glycoconjugate bearing the sialyl-Le* determinant than
for all the other glycoconjugates studied. The role of sialic
acid was confirmed by competition assay using mainly sialy-
lated mucin glycopeptides. In order to find out if this behavior
was the same for pathological strains as for the 1244-NP mu-
tant, four mucoid strains of Paeruginosa isolated from cystic
fibrosis patients were analyzed with the Le* neoglycoconju-
gate, its sialylated and its sulfated derivatives. Individual
variations in the binding of these strains to the three glyco-
conjugates were observed. However, three strains out of four
had a higher affinity for the sialyl-Le* than for the 3’-sulfo-
Le* derivative.

Key words:‘binding/miicin—carbohydrates/Pseudomonas
aeruginosalsialyl-Lewis x

Introduction

Adhesion of Paeruginosa, an opportunistic pathogen, to respira-
tory mucins and/or to epithelial glycoconjugates has attracted
much atteéntion because of its role as the major airway colonizer
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in immunocompromised hosts and patients with cystic fibrosis
(Hgiby, 1982).

Cystic fibrosis (CF), a general exocrinopathy, is the most
common severe genetic disease among Caucasians. In its most
typical form, the severity of the disease is due to mucus
hypersecretion and to chronic lung infection characterized by the
predominance of three bacteria, Hemophilus influenzae and
Staphylococcus aureus in early life, and thereafter Paeruginosa,
often in a mucoid form, a pathogen which is responsible for most
of the morbidity and mortality of the disease. CF is caused by
mutations in the gene encoding cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR), a chioride channel of low
conductance activated by protein-kinase A (Riordan, 1993)
which has probably other functions (Barasch ez al., 1991; Stutts
et al., 1995; Devidas and Guggino, 1997; Pasyk and Foskett,
1997). The relation between the CFIR defect and the specificity

of airways infection by Paeruginosa is not yet elucidated.

The binding of Paeruginosato the human airway mucosa may
involve several host receptors and bacterial adhesins. Pili present
on the surface of Paeruginosa recognize the sequence Gal-
NAc(B1,4)Gal of asialo-GM1 and -GM2 receptors and may
contribute to the binding of bacteria to epithelial cells (Lee et al.,
1994), especially in a regenerating respiratory epithelium follow-
ing damage (De Bentzman et al., 1996).

However, human airway mucins, a population of heavily
glycosylated glycoproteins synthesized by goblet cells and
bronchial glands of the human airway mucosa, are part of the
mucociliary escalator which normally removes inhaled particles
or microorganisms. Their very diverse carbohydrate chains act as
recognition sites for bacteria or viruses. Indeed, several reports
have demonstrated that various strains of P.aeruginosa adhere to
mucins (Vishwanath and Ramphal, 1984; Ramphal et al., 1989;
Sajjan et al., 1992; Carnoy et al., 1993; Devaraj et al., 1994) and
that the adhesion process involves several adhesins localized on
the outer membrane of P.aeruginosa (Carnoy et al., 1994). More
recently, the role of flagella in the binding of the bacteria to
mucins (Ramphal et al., 1996; Arora et al., 1998) and to cell
surface glycolipids (Feldman et al., 1998) has been emphasized
and the flagellar cap protein, Fli D, has been shown to be
responsible for the adhesion of another nonpiliated strain of
Paeruginosa, PAK-NP, to human bronchial mucins (Arora et al.,
1998).

In_the airways of CF patients suffering from cystic fibrosis
colonized by Paeruginosa, most bacteria are embedded in the
airway mucus and their interactions with respiratory mucins
probably represent a major step in the development of the
colonization process. Bronchial mucins secreted by patients
suffering from cystic fibrosis (Roussel ez al., 1975; Boat et al.,
1976; Lamblin et al., 1977; Chace et al., 1985), by CF cells
(Frates et al., 1983; Chen et al., 1989) or by xenograft models of
CF cells (Zhang et al., 1995) are oversulfated, and it has been
suggested that the AF508 deletion, the most frequent mutation in
CF, leads to a misfolding of CFTR which is retained in the
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Fig. 1. Influence of the concentration of fluorescent glycoconjugate on the
binding to Paeruginosa 1244-NP. Bacterial suspension was incubated with
increasing concentrations (from 6.25 to 250 nM) of Le*-PAA-flu (A),
sialyl-Le*- (B) and sialyl-N-acetyllactosamine- (C) epitopes. After 30 min in
the dark, a flow cytometry analysis was performed.

endoplasmic reticulum and degraded (Pind et al., 1994). Barasch
et al. (1991) have suggested that this mislocation might affect the
pH of the trans-Golgi network and modify the activity of various
glycosyl- and sulfo-transferases. However, these data are contro-
versial and it has been recently suggested that the concentration
of PAPS in the Golgi lumen, the sulfate donor, is directly
regulated by CFTR, which therefore may influence the sulfation
processes (Pasky and Foskett, 1997).

Previous reports have demonstrated an increased affinity of
Paeruginosa for respiratory (Devaraj ef al., 1994) and salivary
CF mucins (Carnoy et al., 1993), suggesting that the qualitative
ot/and quantitative modifications of the mucin carbohydrate
chains may be involved in this process. Using different ap-
proaches, several neutral carbohydrate determinants have been
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shown to be potential receptors for different strains of Paerugino-
sa (Ramphal et al., 1991a; Rosenstein et al., 1992). However,
recent data indicate that, in addition to oversulfation, airway
mucins from patients severely infected by Paeruginosa may
undergo increased sialylation as well as increased expression of
sialyl-Le* epitopes (Davril et al., 1999).

In an attempt to find out the better carbohydrate receptors for
P.aeruginosa, we have developed a flow cytometry technique
using a panel of neoglycoconjugates and different strains of
Paeruginosa, (1) strain 1244-NP which is known to adhere to
respiratory and salivary mucins carbohydrate chains (Ramphal et
al., 1991b; Carnoy et al., 1993, 1994) and (2) four strains isolated
from CF patients. The neoglycoconjugates contained neutral,
sialylated or sulfated carbohydrate chains mostly analogous to
carbohydrate determinants commonly found at the periphery of
human respiratory mucins (Roussel and Lamblin, 1996), multi-
valently bound to a polyacrylamide carrier labeled with fluores-
cein (Bovin et al., 1993; Veerman et al., 1997). In most strains,
the sialyl-Le* determinant was found to be a better receptor than
its 3" sulfated analog. '

Results

Comparative binding of the different Gly-PAA-flu
derivatives to Paeruginosa 1244-NP

The different fluorescent neoglycoconjugates (Gly-PAA-flu)
used to evaluate the binding to the non-mucoid and nonpiliated
strain 1244-NP are listed in Table I. The binding of these
neoglycoconjugates to Pseudomonas strains was analyzed by
flow cytometry and was shown to be time dependent, reaching a
plateau at 30 min (data not shown). This period was retained for
subsequent experiments. The binding of the fluorescent deriva-
tives containing Le?, LeY, Le*, sialyl-LeX, 3’-sulfo-Le* or
Gal(a1-2)Galp was dose dependent and was saturable at a
concentration varying from 62.5 nM up to 250 nM as was shown
for Le* and sialyl-Le* in Figure 1A,B. In contrast, the binding to
neoglycoconjugates containing the sialyl-N-acetyllactosamine
and blood group A Gly-PAA-flu determinants was not saturable
at concentrations up to 250 nM (Figure 1C). In the range of
concentration used in the study (6.25-250 nM) the different
fluorescent conjugates did not aggregate bacteria as shown by the
dot plot analysis of forward scatter versus side scatter (data not
shown).

Table L Synthetic neoglycoconjugates used in the study

Carbohydrate ~ Neoglycoconjugate

Le? Gal(B1~3)[Fuc(c1-4)]GlcNAcB-PAA-flu

LeY Fuc(a1-2)Gal(B1-4)[Fuc(a1-3)]GleNAcB-PAA-flu
Lex Gal(B1-4)[Fuc(0:1-3)]GlcNAcB-PAA-flu

Blood group A GalNAc(al-3){Fuc(t1-2)1GalB-PAA-flu

determinant

Gal(01-2)Galf  Gal(x1-2)GalB-PAA-flu

Sialyl-Le* Neu5Ac(02-3)GalB1-4[Fuc(a1-3))GlcNAcB-PAA-flu

3’-Sulfo-Le* HS03-3Galp1-4[Fuc(t1-3)]GlcNAcB-PAA-flu

Sialyl-N-acetyll NeuSAc(oc2—3)Gal([31—4)GlcNAc[5—PAA-ﬂu
actosamine ,

PAA-flu, Polyacrylamide carrier labeled with fluorescein.
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Fig, 2. Scatchard analysis of the binding of Le* (A), sialyl-Le* (B) and
sialyl-N-acetyllactosamine (C) fluorescent derivatives to Paeruginosa
1244-NP. After incubation of bacteria with increasing concentrations of the
fluorescent glycoconjugates, flow cytometry analysis was performed.

" Scatchard analysis of the data (Figure 2, Table IT) showed that
there was differences in the binding of the different fluorescent
derivatives to Paeruginosa 1244-NP. The binding of derivatives
containing Le?, LeY, Le¥, 3’-sulfo-Le* or Gal(a1-2)Galp epitopes
was monophasic, suggesting that there was only one single class
of receptors (Figure 2A); the dissociation constant (Kd) ranged
from 87 nM for Gal(cl-2)Galff to ~50 nM for the other
derivatives (Table II). The number of binding sites varied from

o
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1569 % 199 for the LeY-fluorescent derivative to 4500 + 262 for
the sulfo-Le* derivative. In contrast, the binding of Paeruginosa
1244-NP to sialyl-Le*-PAA-flu was biphasic (Figure 2B)
suggesting that there were two classes of binding sites for this
determinant, one with high affinity (Kd =12 nM £ 4.2, number of
binding sites = 1106 + 345) and another one with low affinity
(data not shown). The data obtained for the binding of blood
group A and sialyl-N-acetyllactosamine fluorescent derivatives
demonstrated that the binding of these two derivatives was non
specific as shown for sialyl-N-acetyllactosamine in Figure 2C.

Table II. Comparative binding of the different Gly-PAA-flu to Paeruginosa
1244-NP

Carbohydrate epitope ~ Number of binding Dissociation constant
sites (Kd nM)

Sialyl-Le* 2 1106 £ 345 12+4.24

Sulfo-Lex 2 4500+ 262 49+11

Lexa 4264 + 159 6053

Le22 2236+ 273 51%13

Lev? 1569 + 199 50+12

Gal(o1-2)Galpe 3600 + 332 87+23

Results are expressed as mean + SD.

@Number of data point fitted for Scatchard analysis = 36.

bNumber of data point fitted in Scatchard analysis = 18.

°Number of data point fitted in Scatchard analysis = 12.
dSignificantly different when compared to Kd obtained with the othe
Gly-PAA-flu (p < 0.001). ‘ :

Altogether the values obtained for Kd and number of binding
sites showed that the affinity of fluorescent derivatives containing
Le?, LeY, Le*, 3"-sulfo-Le* or Gal(ot1-2)Gal epitopes for Paerugi-
nosa 1244-NP was in the same order of magnitude. The value of Kd
obtained for the sialyl-Le* derivative indicated that Paeruginosa
1244-NP had an higher affinity for this neoglycoconjugate than for
all the other glycoconjugates studied so far (p < 0.001).

Specificity of the binding of the Gly-PAA-flu to P.aeruginosa
1244-NP

To check the specificity of the interaction between fluorescent
derivatives and Paeruginosa 1244-NP, competition binding
assays were performed for three of them, Le*-, Gal(o1-2)Galf-,
and sialyl-Le*-PAA-flu,

Incubation of Le*-PAA-flu and bacteria in presence of
100-fold molar excess of the corresponding unlabeled Le*
derivative, resulted in a decrease of the logarithm of fluorescence
intensity, when compared to control as shown in Figure 3 (4250
equivalent bound particles but 8250 in the absence of unlabeled
LeX polyacrylate derivative). Reduction of intensity of fluor-
escence was evidenced by the Kolmogorov-Smirnov two-sample
test. On the contrary, the fluorescence intensity of the Le*-PAA-
flu did not change when incubation was performed in presence of
unlabeled Gal{ou1-2)GalP polyacrylate derivative. Moreover, Kd
value obtained for the binding of Le*-PAA-flu was not modified
(p > 0.05) when incubation was performed in presence of
unlabeled Gal(at1-2)Galp derivative.

Competitive binding between Gal(1-2)GalB-PAA-flu and
the corresponding unlabeled polyacrylate derivative resultedin a
decrease of the fluorescence intensity (5400 equivalent bound
particles but 8150 in absence of unlabeled derivative). Reduction
of intensity was evidenced by the Kolmogorov-Smirnov two-
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Fig. 3. Specificity of the binding of LeX-PAA-flu to Paeruginosa 1244-NP.
Bacterial suspension was incubated with PBS alone (A),with a 62.5 nM
solution of Le*-PAA-flu in presence (B) or in absence (C) of a 100 molar
excess of unlabeled Le* polyacrylate derivative. After 30 min in the dark,
flow cytometry analysis was performed. Representative histograms: x-axis,
log of the fluorescence intensity; y-axis number of fluorescent cells.

sample test. Fluorescence intensity was not changed when
incubation with Gal(ct1-2)GalB-PAA-flu was performed in
presence of unlabeled LeX polyacrylate derivative.

Competition binding assays were also performed with sialyl-
LeX-PAA-flu and unlabeled glycoconjugates bearing either
sialyl-Le*, Le* or Gal(atl-2)Galp epitopes. The presence of an
excess of unlabeled sialyl-Le* derivative in the incubation
mixture led to an aggregation of the bacteria as visualized by an
increase of the forward scatter (data not shown). The addition of
LeX- and Gal(x1-2)GalB-PAA to incubation mixtures did not
modify the binding of sialyl-Le*-PAA-flu to Paeruginosa
1244-NP. In addition, Kd value obtained for the binding of
sialyl-Le* was not changed in presence of an excess of the
unlabeled Gal(o1-2)GalP derivative (p > 0.05), confirming the
absence of cross-binding of these two derivatives to P.aerugino-
sa. Additional experiments also demonstrated that the Kd values
of the binding of sialyl-Le*-PAA-flu was not modified by
addition of free stachyose in the incubation mixture. Altogether,
these results demonstrated that there was no cross-reactivity
between Le*, Gal(oi1-2)Galf epitopes and sialyl-Le*-PAA-flu to
P.aeruginosa 1244-NP.

Competitive binding of Gly-PAA-flu and airways mucins
glycopeptides to P.aeruginosa 1244-NP

Binding assays were also performed in presence of an excess of
different airway mucin glycopeptides, neutral, mainly sialylated,
or mainly sulfated glycopeptides (Ramphal et al., 1989). As
demonstrated by the number of equivalent bound particles, the
binding of Gly-PAA containing Le¥, sialyl-Le* or 3’-sulfo-Le* to
Paeruginosa was partly inhibited by mucin glycopeptides (Table
1II). The binding of LeX*-PAA-flu was equally inhibited by the
three classes of glycopeptides, while the binding of 3’-sulfo-
LeX-PAA-flu was better inhibited by mainly sulfated glycopep-
tides and the binding of sialyl-Le*-PAA-flu better inhibited by
mainly sialylated glycopeptides (Table III). Inhibition experi-
ments were also performed using purified airway mucins from CF
and non-CF patients showing that the binding to the sialyl-Le*
derivatives was better inhibited by CF mucins (23% of inhibition)
than by non-CF mucins (7%).

Table IIL Inhibition of binding of Le¥, sialyl-Le*, 3’-sulfo-LeX-PAA-flu to
P.aeruginosa 1244-NP after competition with airway mucin glycopeptides

% of inhibition by glycopeptides?

Gly-PAA-flu Neutral Mainly sialylated  Mainly sulfated
Lex 17 15 11
Sialyl-LeX 20 35 13
3’-Sulfo-Le* 10 15 25

3The percentage of inhibition was calculated from the mean values of -
fluorescence intensity obtained after incubation with or without mucin
glycopeptides.

Binding of Le*, sialyl-, and 3’'-sulfo Le*-PAA-flu derivatives
to clinical strains of Paeruginosa

In order to determine whether pathological strains recognize also
preferentially sialyl-Le* determinants, the binding of LeX-,
sialyl-Le*-, or 3’-sulfo-LeX-PAA-flu to four mucoid strains
isolated from CF patients was compared by using flow cytometry
and Scatchard analysis. All these neoglycoconjugates bound to
the four pathological strains. However, there were individual
variations in the binding (Table IV). Strain 6118 bound equally
to the three derivatives. In contrast, the three other strains (690,
6190, and 130308) bound better to the sialyl-Le* derivative than
to the 3’-sulfo-Le* derivative. For two of these strains (690 and
6190), there was no significant differences between their binding
to the LeX and to the sialyl-Le* derivatives.

Table IV. Binding of Le*-, sialyl-LeX- and 3’sulfo-LeX-neoglycoconjugates to four strains of P.aeruginosa isolated from CF patients

Kd P
Mucoid strains LPF Sialyl-LPF 3’Sulfo-LPF LPF vs sialyl-LPF  LPF vs 3sulfo-LPF  Sialyl-LPF vs sulfo-LPF
6902 80£22 4616 8817 N.S. NS. < 0.005
6118b 70 £ 13 43434 98 + 46 N.S. N.S. N.S
6190b 36+ 14 27+3 93+18 N.S. <0.05 <0.05
130,308 100 £25 4316 129+23 <0.05 N.S. <0.0125

LPF, Le*-PAA-flu; N.S., not significantly.
aNumber of data fitted in Scatchard analysis = 26.
bNumber of data fitted in Scatchard analysis = 16.
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Discussion

The aim of the present work was to set up a flow cytometry assay
using polyacrylamide-based glycoconjugates labeled with fluo-
rescein (Gly-PAA-flu) (Bovin et al., 1993), in order to compare
the binding of Paeruginosa to a panel of conjugates containing
carbohydrate determinants analogous to the peripheral part of
many carbohydrate chains present in human airway mucins
(Roussel and Lamblin, 1996). Several proteins of the outer
membrane or the flagella of Paeruginosa have already been
shown to be recognized by various human mucins (Carnoy et al.,
1994; Ramphal et al;, 1996; Arora et al., 1998), and several
carbohydrate determinants have been identified as possible sites
of attachment of this bacteria. In contrast to previous techniques
used to identify carbohydrate receptors recognized by P.aerugi-
nosa, such as chromatography of glyco- or neoglycolipids
followed by bacteria overlay (Ramphal et al., 1991a; Rosenstein
et al., 1992), flow cytometry allows the interactions bacteria/
receptors to occur in a liquid phase. With this technique, using
polyacrylamide based glycoconjugates labeled with fluorescein,

carbohydrate receptors of Paeruginosa surface lectins can be -

identified. The type of binding of the different glycoconjugates
(Table I) to Paeruginosa 1244-NP was not identical and was
dependent on the carbohydrate epitope. The binding of blood
group A and sialyl-N-acetyllactosamine fluorescent glycoconju-
gates was not saturable. It was saturable and monophasic for
polyacrylate derivatives bearing Le?, LeY, Le*, 3-sulfo-Le* and
Gal(a1-2)Galp epitopes while there was two binding sites, for
the polyacrylate derivative containing the sialyl-Le* epitope, one
of them with high affinity.

To assess the specificity of the binding, different competition
experiments were performed using three different fluorescent
conjugates. Competition experiments demonstrated that stachyose
which does not exist in respiratory mucins was not recognized by
Paeruginosa  1244-NP. The binding of Le* and
Gal(o1-2)GalB-PAA-flu to Paeruginosa 1244-NP showed a
decrease of 50% in the presence of an excess of the corresponding
unlabeled polyacrylate derivative. However, it was not possible to
obtain a total inhibition: this may be due to a nonspecific fixation
of the fluorescent groups on the bacteria (Babiuk and Paul, 1970;
Chatelier et al., 1995). Similarly, competing molecules, such as
mucin glycopeptides, are not able to inhibit more than 50% of the
binding of the fluorescent glycoconjugates. Incubation of sialyl-
LeX with an excess of the unlabeled derivative led to an aggregation
of the bacterial population; Komiyama and associates (Komiyama
et al., 1987) have suggested a role of sialic acid in the aggregation
of Paeruginosa by saliva.

In the present study, Le?, LeX, and LeY determinants were
identified as receptors for Paeruginosa 1244-NP and the Kd
values of the binding of these three neoglyconjugates were not
significantly different. On another hand, the binding of this
bacteria to the blood group A and to the sialyl-N-acetyllactosamine
neoglycoconjugates was found to be not saturable, attesting a
nonspecific binding of these two neoglycoconjugates to Paerugi-
nosa 1244-NP which again may be due to the fluorescent groups.

- Since Paeruginosa synthesizes an internal lectin, PA-IL,
which binds to D-galactose in o or § anomeric configuration
(Chen et al., 1998) and since its best ligands have a terminal Gala,
we also assayed the Gal(ol,2)GalB-PAA-flu, although human
mucins are not supposed to contain terminal Galol, except in
mucins with blood group B and mucins which contain a few
Gal(o1,3)GalNAc chains (van Halbeek ez al., 1994). The binding
of Paeruginosa to this determinant was in the same order of

o
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magnitude as the binding to Le* or Le? determinants which have
a terminal GalB. Competition experiments revealed the absence
of cross-binding between fluorescent polyacrylate derivatives
carrying Le* and Gal(al-2)GalB derivatives, suggesting that
these two epitopes are recognized by different lectins. Glick and
Garber (1983) have reported that, even if most PA-IL is internal,
small quantities of the lectin may exist on the outer membranes
and therefore may be involved in the recognition of the
Gal(01-2)Galp epitope. Since the pattern of the outer membrane
proteins that act as bacterial adhesins for airway mucins varies
from one strain of Paeruginosa to the other (Carnoy et al., 1994),
it will be necessary, in the future, to determine the different
surface adhesins involved in the recognition of the different
neutral carbohydrate chains.

Neoglycoconjugates containing acidic determinants, siatyl-
Le* or 3'-sulfo-Le*, were also recognized by Paeruginosa
1244-NP. The present study indicates that these neoglyconjugates
were much better receptors than the neoglyconjugate containing
sialyl-N-acetyllactosamine. As far as the binding of the sialyl-Le*
derivative is concerned, strain 1244-NP had a better affinity for
this derivative than for all the other glycoconjugates studied. The
dissociation constant obtained for the binding of 1244-NP to
3’-sulfo-LeX containing glycoconjugates suggested that the
preferential affinity of 1244-NP strain for the sialyl-Le* epitope
was not due to the substitution of Le* by any acidic residue but
indeed by the presence of sialic acid residue. The role of sialic
acid was confirmed by competition binding assays showing that
the binding of P.aeruginosa to the sialyl-Le* epitope was better
inhibited by mainly sialylated mucin glycopeptides than by
neutral or mainly sulfated glycopeptides, and also better by CF
mucins than by non-CF mucins. CF mucins indeed contain more
sialic acid than non-CF mucins (Davril et al., 1999). Competitive
experiments demonstrated the absence of cross binding between
sialyl-Le*-PAA-flu and polyacrylate bearing neutral epitopes
such as Le* and Gal(a1-2)Galb, suggesting that the receptor for
sialyl-Le* glycoconjugate had a restricted specificity. Therefore,
for most strains analyzed in the present study, the sialyl-Le*
polyacrylate derivative is a major receptor.

The role of sialic acid in the binding of Paeruginosa has
already been suggested by several reports (Baker ez al., 1990;
Ramphal et al., 1991a). Moreover, desialylation of human
salivary mucin glycopeptides has also been shown to reduce their
binding to the piliated strain 1244-NP (Carnoy et al., 1993).

Finally, the preferential inhibition of the binding of strain
1244-NP to the sialyl-Le* or the sulfated Le*-neoglycoconjugates
by the corresponding sialylated or sulfated mucin glycopeptides
is in favor of at least two adhesins having different affinities to
these two neoglycoconjugates.

There are differences in the binding of Paeruginosa PAK and
1244 strains, as well as their nonpiliated derivatives, to different
glycoconjugates and in the pattern of outer membrane proteins
recognized by airway mucins (Ramphal et al., 1991b; Carnoy et
al, 1994). In order to find out whether the behavior of
Paeruginosa is the same for pathological strains as for the
1244-NP strain, four mucoid strains isolated from CF patients
were also analyzed with the Le* neoglyconjugate and its sulfated
and sialylated derivatives. Three strains out of four bound better
to the sialyl-Le* than to the 3"-sulfo-Le* derivatives. It should be
noticed that the results obtained with these clinical isolates
showed some variations in the binding to the three neoglyconju-
gates from one experiment to another, as indicated by standard
deviations. A similar problem has been encountered by Devaraj
et al. in studying the binding of P.aeruginosa to CF and non-CF
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mucins (Devaraj et al., 1994). Moreover, Govan et al. have
pointed out the instability of mucoid strains during in vitro
cultures leading to reversion of the mucoid to nonmucoid forms
(Govan et al., 1979).

These findings concerning sialylated or sulfated neoglyco-
conjugates are of special interest when considering the abnorma-
lities of salivary and respiratory mucins secreted by CF patients.
CF salivary mucins have been found to be more sulfated and more
sialylated than mucins from controls (Carnoy ez al., 1993) and,
moreover, they are better recognized by various strains of
Paeruginosa. An overexpression.of sialyl-Le* determinants has
been observed in various inflammatory conditions, for instance
among the acute phase glycoproteins synthesized in the liver
under cytokine stimulation (Van Dijk et al., 1998). Recently, we
have observed an increased sialylation and an increased express-
ion of sialyl-Le* epitopes in the airway mucins from patients
suffering from CF, in addition to increased sulfation (Davril ez al.,
1999). This increased sialylation was not specific for cystic
fibrosis since it was also observed in the airway mucins secreted
by severely infected patients suffering from chronic bronchitis.
This observation may suggest that overexpression of sialyl-Le*
determinants on glycoproteins synthesized by the airway mucosa
may be viewed as the signature of local inflammation, in the same
way as acute phase proteins synthesized by the liver which
contain more sialyl-Le* epitopes during inflammation (Van Dijk
etal., 1998). Several reports currently suggest that, in CF airways,
the inflammatory response to aggression is abnormal (Birrer et
al., 1994; Khan et al., 1995; Bonfield et al., 1997) and that
inflammation might pave the way to the initial lung colonization
by Paeruginosa (Heeckeren et al., 1997). Therefore, the
attachment of P.aeruginosa to the sialyl-LeX epitope may be
especially important in the development of Iung infection in CE.

In conclusion, Paeruginosa recognizes a whole set of neutral
and acidic carbohydrate determinants, and especially the sialyl-
LeX epitope. In the future, it will be important to find out (1) how
many bacterial adhesins from P.aeruginosa may be involved in
the airway colonization of CF patients, (2) which one is specific
for the sialyl-Le* epitope, and (3) whether it is expressed in all
strains colonizing CF patients.

Material and methods
Bacteria strains and culture conditions

Strain 1244-NP (provided by S.Lory from University of
Washington) is an isogenic nonpiliated, nonmucoid strain (Ram-
phal et al., 1991b) which has already been shown to adhere to
mucin carbohydrate chains (Carnoy et al., 1993) and to neogly-
colipids (Ramphal et al., 1991a). Other strains were isolated from
CF patients as mucoid isolates. All strains were grown in tryptic
soy broth (T'SB medium, Difco, Detroit) for 18 h at 37°C. After
centrifugation of the cultures at 4000 x g for 30 min, the cell
pellets were washed twice by a filtered physiologic saline
containing 5% (v/v) TSB and then resuspended in the same
solution. Optical density measurements were used to obtain a
bacterial suspension of ~107 CFU/ml. The exact number of
bacteria was determined by dilution and plating of the suspension.

Preparation of human respiratory mucins and mucins
glycopeptides

High molecular weight mucins were prepared from sputum of
patients (blood group Q) suffering either from chronic bronchitis
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or from CF, by two steps of cesium bromide density-gradient
ultracentrifugation as already described (Houdret ef al., 1986).
Mucins obtained after the first step of ultracentrifugation were
treated by a cocktail of enzymes (Lo Guidice et al., 1994) to get
rid of nucleic acids and proteoglycans, often associated with
mucins of patients suffering from cystic fibrosis (Rahmoune et
al., 1991), and then submitted to the second step of ultracentri-
fugation.

Glycopeptides were obtained by pronase digestion of mucins
followed by fractionation by ion exchange chromatography
allowing to obtain neutral, mainly sialylated and mainly sulfated
glycopeptides (Ramphal et al., 1989).

Binding assay

Analysis of the binding of the different glycoconjugates to
P.aeruginosa was performed by flow cytometry using fluorescent
polymeric neoglycoconjugates obtained from Syntesome (Mu-
nich, Germany) (Bovin et al, 1993). In these compounds
(Gly-PAA-flu), a fluorescent-labeled polyacrylamide matrix is
N-substituted every fifth amide group by a carbohydrate determi-
nant on a spacer arm (-(CHp)3-). The carbohydrate/fluorescein
molarratio is 20:1. Unsubstituted sides group of the polymer were
converted into -CONHCH;CH,OH. The different Gly-PAA-flu
used in the present study are listed in Table 1.

Bacteria cells were resuspended at a concentration of 2 X 106
CFU/ml in phosphate-buffered saline (PBS) containing 1% (w/v)
bovine serum albumin (BSA), and 0.5 ml aliquots were incubated
for 30 min in the dark with increasing amounts of the different
Gly-PAA-flu (6.25-250 nM). Controls were obtained by omitting
glycoconjugates in the incubation mixture (Figure 3A). The
mixtures were analyzed on a FACScan cytofluorimeter (Becton-
Dickinson) using FACScan and LY SIS software for acquisition
and analysis respectively. The light scatters channels were set on
a linear gain scale, the flow rate was kept at approximately 200
events per second and 5000 events were collected. Acquisition
was done on gated populations (by forward and side scatters) to
exclude cell debris and cell aggregates. The green fluorescence
was set on a logarithmic scale and the mean value of logarithm of
fluorescence was converted in equivalent bound particles using
calibrated beads to which a known number of fluorescent
particles has been covalently bound (Immuno-Britt, Coulter
Counter). Results were expressed as equivalent bound particles
after deduction of the value of control. Experimental data were
expressed as mean value t standard variations. Binding capacity
and dissociation constants were calculated according to Scat-
chard using the nonlinear progression data analysis program
Enzfitter (Cambridge, UK). For statistical analysis, the Student’s
test was used. To determine t, the following equation was used,
t = [kd1(1) - kd1(2)V/[sqrt(SE(1)*2 + SE(2)"2)] for(nl + n2 - 4)
degrees of freedom, where kd1(1) and kd1(2) are fitted values for
the parameters for data sets 1 and 2, SE(1) and SE(2) are the
standard etrors for the fitted values, and #1 and n2 are the
numbers of datum points in data sets 1 and 2.

Inhibition experiments

Competition assays were performed for the binding of fluorescent
glycoconjugates bearing Le*, Gal(at1-2)Galf and sialyl-LeX
epitopes. The bacterial suspension was incubated with a 62.5 nM
solution of each of the fluorescent glycoconjugates in presence of
a 100 molar fold excess of unlabeled polyacrylate. derivatives.
Bacteria incubated under the same experimental conditions,
without any potential inhibitors, are used as controls. After flow



cytometry analysis, the value of mean of fluorescence intensity
(expressed as equivalent bound particles) were compared. The
Kolmogorov-Smirnov two-sample test was used to calculate the
probability that two histograms were different.

Incubation with Le*-PAA-flu was performed in presence or in
absence of unlabeled polyacrylate derivatives bearing Le* or
Gal(o1-2)Galp epitopes. The same experiments were performed
with Gal(ot1-2)GalB-PAA-flu, using in this case, unlabeled
conjugates with Le* or Gal(ct1-2)Galp epitopes.

Competition experiments of the binding of sialyl Le*-PAA-flu
were performed in presence of the corresponding unlabeled
polyacrylate derivative and of unlabeled polyacrylate denvatlves
bearing Le* or Gal(ocl—Z)GaIB epitopes.

In some experiments increasing concentration of Le* or
sialyl-Le* (6.25 to 250 nM) were incubated with bacterial
suspension in presence of an 40 molar excess of unlabeled
Gal(oi1-2)Galp polyacrylate derivative and of free stachyose.
After flow cytometry analysis, binding capacities and dissocia-
tion constants were calculated as described above.

Competition binding of Gly-PAA-flu and mucins glycopeptides
to Paeruginosa 1244-NP

Assays were performed in the presence of a 100-fold excess of
mucin glycopeptides (neutral, mainly sialylated or mainly
sulfated).

The bacterial suspension (0.5 ml) was incubated with a
62.5 nM solution of Gly-PAA-flu in presence or absence of
mucin glycopeptides (100 pg/mi). After flow cytometry analysis,
the percentage of inhibition was calculated from the mean values
of fluorescence intensity (expressed as equivalent bound par-
icles), obtained after incubation with or without mucin glycopep-
tides. In some experiments, incubation of sialyl-LeX-Gly-PAA-
flu with P.aeruginosa was performed in presence of CF or non-CF
high molecular weight mucins (50 pg/ml).

Analytical procedure

Sugar analysis was carried out by gas-liquid chromatography of
trimethylsilyl derivatives of methyl-glycosides (Lamblin et al.,
1984). N-acetylneuraminic acid was measured by the thiobarbitu-
ric acid assay of Aminoff (1961) after hydrolysis with 0.1 M

H;S04 for 30 min at 80°C. Sulfate content was determined by |

HPAEC after hydrolysis with 1 M HCI as described previously
(Lo-Guidice et al., 1994).
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Résultats - Discussion

Nous avons compar¢ ’adhérence de P. aeruginosa a un panel de néoglycoconjugués
marqués a la fluorescéine contenant des déterminants glycanniques analogues & ceux décrits
dans les mucines bronchiques humaines. La technique de cytométrie de flux permet 1’étude
des interaétions bactéries/épitopes glycanniques en milieu liquide.

Nos résultats montrent que P. aeruginosa reconnait de nombreux épitopes
glycanniques (neutres ou acides) présents en périphérie des mucines bronchiques humaines,
mais que 1’épitope sialyl Le* est le meilleur ligand de la souche 1244-NP et de trois souches
pathologiques (sur les quatre testées).

L’augmentation d’expression de sialyl Le* en péﬁphérie des mucines bronchiques de
patients CF, qui ne semble pas &tre spécifique de la mucoviscidose mais plutdt liée a
P’infection puisqu’elle est aussi observée dans les mucines de patients atteints de bronchique
chronique et sévérement infectés, crée donc de nouveaux ligands préférentiels pour
P. aeruginosa. Ces nouveaux sites glycanniques induits par 1’infection broncho-pulmonaire

pourraient, en partie, expliquer la persistance de cette bactérie dans la mucoviscidose.

Nous allons poursuivre ce travail en étudiant ’affinité de P. aeruginosa pour 1’épitope
6-sulfo sialyl Le*, car ce déterminant glycannique est bien exprimé en périphérie des mucines
bronchiques CF [Lo-Guidice et al., 1994] et il constitue le meilleur ligand de la L-sélectine.
Jusqu’a trés récemment, cette étude était impossible car les outils nécessaires n’étaient pas
disponibles : aucun anticorps anti-6-sulfo sialyl Le* n’est commercialisé pour étudier
I’expression de cet épitope en périphérie des mucines ; 1’étude de 1’affinité de P. aeruginosa
pour I’épitope 6-sulfo sialyl Le*, grice a la commercialisation du néoglycoconjugué

correspondant, est possible depuis peu.
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Dix ans aprés la découverte du géne CFTR, codant la protéine CFTR dont les
anomalies sont responsables de la mucoviscidose [Riordan, 1993], la physiopathologie de
I’infection broncho-pulmonaire, qui demeure le probléme majeur de cette affection, n’est
toujours pas élucidée. L hypothése d’anomalies de glycosylation et de sulfatation faisant
apparaitre, au sein des mucines sécrétées ou des glycoconjugués des membranes cellulaires,
des sites glycanniques spécifiquement reconnus par P. aeruginosa a été avancée par plusieurs

laboratoires.

Le but de notre travail a été de préciser les phénomenes de glycosylation et de
sulfatation des mucines bronchiques humaines, leurs anomalies chez les patients CF, ainsi que

le lien de ces anomalies avec 1’inflammation (et I’infection).

L’existence d’une' hypersulfatation des mucines bronchiques sécrétées par les patients
CF est connue depuis longtemps. C’est ensuite en utilisant un modele de xénogreffe que le
groupe d’Engelhardt a réussi a démontrer le caractére primaire de cette anomalie qui survient
en dehors de toute inflammation et infection [Zhang et al., 1995]. Plus récemment; il a été
suggéré que la concentration en PAPS, le transporteur de groupements sulfate, pourrait étre
régulée en partie par la protéine CFTR et donc inﬂuencer les processus de sulfatation [Pasyk
& Foskett, 1997].

Lo-Guidice et al. ont montré que la sulfatation des mucines pouvait se trouver soit sur
le C3 d’un résidu de Gal terminal, soit sur le C6 d’un résidu de GIcNAc [1994]. Ils ont ensuite
caractérisé la Gal-3-O-sulfotransférase de muqueuse bronchique humaine dont le pH optimal
est de 6,1 [1995]. Au cours de la caractérisation structurale des oligosaccharides de mucines
bronchiques d’un patient CF, ils ont observé que la 6-O-sulfatation était prépondérante par
rapport a la 3-O-sulfatation.

Nous avons donc entrepris de caractériser la GIcNAc-6-O-sulfotransférase de
mugqueuse bronchique humaine, active sur les chaines glycanniques de mucines. Cet enzyme,
de pH optimal 6,7, pourrait &tre activé par 1’alcalinisation des compartiments intracellulaires
de cellules CF décrite par Barasch et al. [1991]. L hypersulfatation des mucines bronchiques
des patients CF pourrait donc étre liée a4 une augmentation d’activité de la GlcNAc-6-O-
sulfotransférase, due au géne CFIR muté (anomalie primaire).

La détermination de structures oligosaccharidiques de mucines bronchiques de
patients CF a montré la présence, en périphérie chaines glycanniques de mucines, des dérivés

sulfatés et/ou sialylés du déterminant glycannique Le* [Lo-Guidice et al., 1994]. Cette

.\\‘
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observation nous a incité & étudier la biosynthése de ces déterminants par les transférases dé la
muqueuse bronchique humaine. Cette étude nous a permis de caractériser la spécificité de
substrat des fucosyl-, sialyl-, et sulfotransférases de mugqueuse bronchique humaine, et donc la
séquence de biosynthese de I’épitope 6-sulfo sialyl Le*, qui est le meilleur ligand de la
L-sélectine. La GIcNAc-6-O-sulfotransférase est le premier‘enzyme qui agit (sur un résidu de
GIcNAc en position terminale non réductrice), suivi pér la B1-4-galactosyltransférase, I’a2-3-
sialyltransférase et enfin de I'al-3-fucosyltransférase. L’épitope 6-sulfo sialyl Le*, bien
exprimé chez les patients CF, pourrait avoir une importance physiologique, en modulant la
réaction inflammatoire via des interactions mucines/leucocytes, et constituer aussi un site
potentiel de fixation pour les micro-organismes (en particulier P. aeruginosa, bactérie

responsable de la dégradation de 1’état de santé des patients CF).

Outre 'hypersulfatation des mucines CF, des anomalies de glycosylation des mucines
et des glycoconjugués ont été décrites dans la mucoviscidose. Carnoy et al. ont montré que les
mucines salivaires sécrétées par les patients CF étaient non seulement hypersulfatées, mais
aussi hyperfucosylées et hypersialylées [1993]. L’hypersialylation de ces mucines sécrétées
par les patients CF est en contradiction avec I’hyposialylation décrite au niveau des
glycoprotéines sécrétées ou membranaires de cellules CF. L’inflammation trés précoce
observée chez de jeunes patients CF, et les nombreuses études démontrant 1’effet de
Pinflammation sur la sécrétion et la glycosylation des protéinés de la phase aigué, nous ont
incités a chercher un lien potentiel entre les anomalies de glycosylation et de sulfatation des
mucinés bronchique humaines et le degré d’infection des malades.

Nous avons caractérisé, au sein de mucines brohchiques de patients CF (i)
I’hypersulfatation qui serait liée aux mutations du géne CFTR, et (ii) une hypersialylation et
une surexpression de 1’épitope glycanniques sialyl Le*, qui seraient plutdt liées a I’infection
(et 3 P'inflammation), puisqu’elles existent également au niveau des mucines de patients
atteints de bronchite chronique souffrant d’une infection sévére. Ces expériences ont montré
que les mucines bronchiques sécrétées par les patients CF étaient hypersialylées, tout comme
leurs mucines salivaires, alors que les glycoprotéines sécrétées ou membranaires de cellules
CF sont hyposialylées. Ces expériences suggérent que 1’inflammation bronchique poufrait

induire, in vivo, I’augmentation des activités fucosyl- et sialyltransférasiques.
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Nous avons essay¢ de confirmer cette hypothése par une étude de 1’effet du TNFo, (Qui
mime I’inflammation) sur ’expression et l'activité de fucosyl-, sialyl- et sulfotransférases
dans deux modeles : la lignée MM-39 et les explants bronchiques. La lignée MM-39,
d’origine glandulaire bronchique humaine et possédant un phénotype mixte séro-muqueux,
présente I’inconvénient de sécréter des mucines trés faiblement fucosylées et sulfatées dans
les conditjons basales. Le traitement des cellules par le TNFo n’augmente que modérément
I’expression et [’activité des fucosyl-, sialyl- et sulfotransférases, et les activités
transférasiques trés faibles ne permettent pas de conclure définitivement sur Peffet du
TNFo sur la glycosylation et la sulfatation des mucines. Ces problémes sont probablement

liés au degré insuffisant de différentiation mucipare des cellules ou au petit nombre de

cellules ayant une différentiation mucipare parmi la population cellulaire. De plus, 1

activités des enzymes lysosomiaux des cellules MM-39 sont trés élevées [Merten, >/
communication personnelle] ; les activités fucosidasiques présentes dans les microsomes de
cellules MM-39 sont environ deux fois plus élevées que celles présentes dans la muqueuse
bronchique humaine. L’utilisation d’un inhibiteur de fucosidases (par exemple le 1,5-didéoxy
1,5-imino-L-fucitol) pourrait se révéler utile durant les incubations et permettre d’obtenir des
valeurs de fucosyltransférases plus €levées. Il sera également nécessaire d’essayer de
transformer le phénotype séro-muqueux (& dominante séreuse) de la lignée MM-39 en un
phénotype majoritairement muqueux. Les résultats préliminaires sont enéourageants :en
utilisant une matrice extracellulaire et de 1’acide rétinoique, nous avons observé une
augmentation de la sécrétion des glycoconjugués de masse moléculaire élevée et ayant la
densité des mucines. Outre les génes de mucines MUCI et -4, une certaine expression de
MUCS5B et -7 a été obtenue récemment. Ces deux génes sdht caractéristiques des cellules
glandulaires respiratoires.

Quant aux explants bronchiques, ils présentent des activités sulfotransférasiques
faibles, mais des activités fucosyl- et sialyltansférasiques proches de celles décrites dans les
microsomes directement préparés a partir de muqueuse bronchique. Le TNFa a également un
effet activateur sur les activités al-3-fucosyl- et a2-3-sialyltransférasique (+ 192 % et + 41 % -
respectivement dans notre unique expérience) présentes dans les microsomes préparés 4 partir
des explants. Les explants bronchiques ne constituent pas un modéle parfait, car leurs activités
sulfotransférasiques sont pratiquement inexistantes, contrairement 2 ce que I’on trouve dans
I’épithélium bronchique de surface. La faible activité GlcNAc-6-O-sulfotransférasique

présente dans les explants bronchiques semble également stimulée par le TNFa.
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Nos résultats suggerent que les mucines pourraient se comporter, de méme que les
pfdtéines de la phase aigué, comme des molécules inflammatoires dont la sécrétion et la
glycosylation pourrait €tre modifiée au cours d’épisodes inflammatoires. L’inflammation
induirait, en particulier, une hypersialylation et une surexpression de I’épitope glycannique
sialyl Le*. L’hypersulfatation des mucines bronchiqﬁes de patients CF serait, quant 3 elle,
directement liée aux mutations du géne CFTR. Les modifications de glycosylation induites
par la réaction inflammatoire, et en particulier la surexpression de 1’épitope sialyl Le*,
pourrait permettre aux mucines bronchiques de patients CF d’interagir avec les leucocytes,
" modulant ainsi la réponse inflammatoire en perturbant les interactions bactéries/leucocytes.

De plus, nous avons montré, par une technique de cytométrie de flux qu1 permet
r analyse des interactions bactérie/épitope glycannique en milieu liquide, que P. aeruginosa
reconnaissait de nombreux épitopes glycanniques existant en périphérie des mucines
bronchiques, mais préférentiellement 1’épitope sialyl Le*. L’augmentation de I’expression de
cet épitope en périphérie des mucines bronchiques de patients CF, Tie & Pinfection, crée de
nouveaux sites de fixation préférentiels pour P. aeruginosa, facilitant de ce fait la colonisation

de I’appareil respiratoire par cette bactérie.

Nos résultats suggerent que les mucines, du moins certaines d’entre elles, pourraient se
comporter comme des molécules inflammatoires (de la méme fagon que les‘protéines de la
phase aigu¢ de I’inflammation). Elles pourraient subir des modifications de glycosylation, de
sulfatation et de sécrétion lors de phénomeénes inflammatoires. L’épitope sialyl Le*,
particuliérement exprimé dans les inflammations importantes et étant le site préférentiel de
fixation pour P. aeruginosa, sa surexpression pourrait faciliter la colonisation bronchique par

cette bactérie.
Ce travail doit se poursuivre par :

— La caractérisation d’oligosaccharides sulfatés de patients non CF (atteints de
bronchite chromique) afin de comparer leurs structures (et en particulier leur
sulfatation) avec celles de patients CF. Nous voudrions également caractériser les
structures d’oligosaccharides disulfatés de mucines bronchiques humaines, de patients

CF et non CF. Cette étude nous permettrait peut-étre de caractériser de nouvelles
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localisations des groupements sulfate sur les sucres, donc potentiellement de nouvelles

sulfotransférases de muqueuse bronchique humaine.

—~ La comparaison des activités fucosyl-, sialyl- et sulfotransférasiques de
mugqueuse brbnchique «macroscopiquement saine» avec les activités glycosjl— et
sulfotransférasiques de muqueuse bronchique de patients CF. Des modifications
d’activité de certains emzymes pourraient étre a I’origine des modifications de

glycosylation observées en périphérie des mucines sécrétées par les patients CF.

— D’autres expériences de stimulation par le TNFa sur des explants bronchiques,
sur lesquels nous étudierons a nouveau les activités ol-3-fucosyl- et «2-3-
sialyltransférasiques présentes dans les microsomes, ainsi que I’expression des fucosyl-
et sialyltransférases par une technique de RT-PCR. Le probléme de ces expériences
reste ’approvisionnement difficiles en piéces bronchiques. Il serait également possible
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bronchique.
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un patient CF [Lo-Guidice et al, 1994]. L’affinité : de différentes souches de
P. aeruginosa pour cet épitope, et la comparaison de cette affinité avec celle de la

bactérie pour I’épitope sialyl Le*, devraient aussi étre étudiés.
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