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Avis au lecteur 

Ce mémoire de thèse débute par des généralités sur la 0-N-Acétylglucosaminylation, 

et par la suite chacune des parties de résultats, hormis la première, est introduite par des 

généralités sur le système ou le modèle étudié (les protéines Tau, le gène Pax-6, les lectines 

animales et la maturation des ovocytes de Xénope) : il y a ainsi cinq parties de généralités. 

Les figures et les tableaux de ces cinq parties sont numérotés à la suite, alors que les figures 

des différentes parties de résultats sont numérotées de façon indépendante d'une partie à 

l'autre. 



RESUME 

Mise en évidence pour la première fois en 1984, la 0-GlcN Ac constitue la forme 

majeure de glycosylation retrouvée dans les compartiments cytosolique et nucléaire des 

cellules eucaryotes. Bien que la liste des protéines 0-N-Acétylglucosaminylées ne cesse de 

s'allonger, peu de choses sont connues sur le rôle de cette glycosylation. Nous avons tenté 

d'apporter un certain nombre d'éléments de réponse susceptibles de faire progresser notre 

connaissance des différentes fonctions de cette glycosylation particulière. 

En utilisant un inhibiteur de phosphatases, nous avons démontré, sur une lignée de 

neuroblastomes, d'une part et sur les protéines Tau d'autre part, que l'augmentation de 

1 'occupation de certains sites hydroxylés par les groupements phosphates coïncidait avec une 

diminution de la 0-N-Acétylglucosaminylation. Nous avons montré que cette balance entre la 

phosphorylation et la 0-N-Acétylglucosaminylation est associée avec la localisation nucléaire 

des protéines Tau. L'étude de la glycosylation des produits du gène Pax-6 est venue renforcer 

la relation entre la 0-GlcNAc et la localisation nucléaire: en effet sur les cinq isoformes 

étudiées, seules les deux isoformes exclusivement nucléaires sont modifiées par la 0-GlcNAc, 

les autres, de localisation à la fois cytosolique et nucléaire ne 1' étant pas. A partir du foie de 

rat, nous avons pu isoler des lectines spécifiques de la GleNAc, ces lectines se retrouvant à la 

fois dans le cytosol et dans le noyau. Nous avons pu montrer que le degré de phosphorylation 

de ces lectines diffère dans les deux compartiments. Les lectines cytosoliques reconnaissent 

des ligands 0-N-Acétylglucosaminylés localisés tant dans le cytosol, que dans le noyau. Ceci 

suggère que ces lectines pourraient intervenir dans le transport des protéines cytosoliques vers 

le noyau. Enfin, nous avons pu montrer que le phénomène de maturation des ovocytes de 

Xénope induisait une augmentation du taux de 0-GlcN Ac de certaines protéines 

cytoplasmiques. 

Mots clés: 0-GlcNAc, phosphorylation, transport nucléaire, protéines Tau, Pax-6, 

maturation, ovocytes, et lectines nucléaires. 
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Liste des abréviations 

AD, Alzheimer disease 
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AMP, Adénosine 5' -monophosphate 

AMPc, Adénosine 5' -monophosphate cyclique 

ARN, Acide ribonucléique (rn, messager; t, de 
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amidotransférase 

GleNAc, N-Acetylglucosamine 

GST, Glutathione S-transferase 
GTP, Guanosine 5'-Triphosphate 

GVBD, Germinal Vesicle Breackdown 

HEPES, N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N' -[2-

ethanesulfonic acid] 
HP AEC, High-pH anion exchange chromatography 

HPLC, High-performance liquid chromatography 
kb, kilobase 

K.CI 16, Kelly Clone 16 
kDa, kilodalton 

MALDI-TOF, Matrix assisted laser desorption 
ionization Time of flight 

Man-6-P, Mannose-6-phosphate 

MAP-kinase, Mitogen Activated 
Protein-Kinase 

MOPS, 4-morpholinepropanesulfonic 
ac id 

MPF, M-Phase-promoting factor 

NLS, Nuclear Localization Factor 
OA, Okadaic acid 

0-GicNAc, 0-N-
Acétylglucosaminylation 

OGT, 0-GlcNAc transférase 

PB, Phosphate buffer 

PBS, Phosphate-buffered saline 
PHF, Paired helical filament 
Pg, Progestérone 

pl, Isoelectric point 
PIPES, Piperazine-N, N' bis [2-

ethanesulfonic acid] ; 1, 4-
piperazine diethanesulfonic acid 

pK-A, Protéine kinase A 

PMSF, Phenyl Methyl Sulfonyl 

Fluoride 
PNA, Pea nut agglutinin 

PNGase F, Peptide-N-glycosidase F 

PNP, Para-nitro phenyl 
PUGNAc, 0-(2-Acetamido-2-deoxy­

D-
glucosaminopyranossylidene )amino 

-N-phenylcarbamate 
QNR, Quail neuroretina 

SDS-PAGE, Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis 

STZ, Streptozotocine 

TBS, Tris-buffered saline 

TF A, Tri-fluoroacetic acid 
UDP-GlcNAc, Uridine diphospho N-

Acetylglucosamine 

WGA, Wheat germ agglutinin 
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Liste des acides aminés et de leur symbole 

A : Ala, Alanine 

C : Cys, Cystéine 

D : Asp, Acide aspartique 

E : Glu, Acide glutamique 

F : Phe, Phénylalanine 

G : Gly, Glycine 

H : His, Histidine 

1 : Ile, Isoleucine 

K: Lys, Lysine 

L : Leu, Leucine 

M : Met, Méthionine 

N : Asn, Asparagine 

P : Pro, Proline 

Q : Gin, Glutamine 

R : Arg, Arginine 

S: Ser, Sérine 

T: Thr, Thréonine 

V: Val, Valine 

W : Trp, Tryptophane 

Y: Tyr, Tyrosine 
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INTRODUCTION 

La 0-N-Acétylglucosaminylation, que l'on note 0-GlcNAc, est le type majeur de 

glycosylation rencontré dans les compartiments cytosolique et nucléaire des cellules 

eucaryotes. La liste des protéines modifiées par ce type de glycosylation n'a cessé de 

s'allonger ces dernières années: entre autres on retrouve cette glycosylation sur des protéines 

du cytosquelette, des protéines virales ou des facteurs de transcription. Malgré tout, et à 

l'instar des autres types de glycosylation, les rôles joués par la 0-GlcNAc restent obscurs 

même si certaines fonctions ont pu être proposées. De nombreux auteurs ont comparé cette 

glycosylation à la phosphorylation, par le fait que cette modification post-traductionnelle est 

dynamique et qu'elle peut évoluer au cours de différents processus cellulaires tels que 

l'activation des lymphocytes (Kearse et Hart, 1991b) ou l'arrêt du cycle cellulaire (Chou et 

Omary, 1993). Un blocage des sites 0-N-Acétylglucosaminylés par« capping » (empêchant 

ainsi toute labilité de la 0-GlcN Ac) est létal pour la cellule (Snow et al, 1996). Ceci démontre 

l'importance de l'aspect dynamique de cette glycosylation atypique pour la vie cellulaire. Il a 

alors été suggéré que la 0-GlcNAc puisse entrer en compétition avec la phosphorylation sur 

des sites hydroxylés identiques ou adjacents de la chaîne polypeptidique. D'autres fonctions 

ont pu être proposées telles que l'intervention de la 0-GlcNAc dans les interactions protéiques 

et dans le transport nucléaire. Malgré ces différentes spéculations, il faut reconnaître que dans 

le domaine des rôles de la 0-GlcNAc, il reste beaucoup à faire. 

C'est la raison pour laquelle au cours de notre thèse nous avons essayé d'apporter des 

éléments pouvant éclairer les différentes fonctions de la 0-GlcNAc. Ce travail a été l'occasion 

de bénéficier de différents modèles cellulaires et protéiques, et il a permis la mise en œuvre de 

différentes approches expérimentales. Les deux premières parties de cette étude se 

consacreront essentiellement à l'étude de la balance phosphorylation/0-N­

Acétylglucosaminylation. Ce travail sera effectué sur une lignée cellulaire de neuroblastomes 

tout d'abord, puis sur une famille de protéines en particulier, les protéines Tau (protéines du 

cytosquelette). Notre stratégie sera d'utiliser l'acide okadaïque, un inhibiteur de phosphatases, 

afin de démontrer la réciprocité phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation. Nous ferons 

la relation entre la balance phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation des protéines Tau 

et leur localisation nucléaire dans la deuxième partie. 

La troisième partie de notre travail portera ensuite sur l'étude de la 0-GlcNAc des facteurs de 

transcription produits du gène Pax-6, exprimés dans la neurorétine et impliqués dans le 
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développement de 1' œil. Il existe différentes iso formes soit de localisation cytoplasmique et 

nucléaire, soit de localisation exclusivement nucléaire. Il sera intéressant de regarder de quelle 

manière le résidu de 0-GlcNAc substitue ces différentes isoformes. 

Dans la quatrième partie, nous rechercherons 1' existence de lectines cytosoliques et nucléaires 

spécifiques du résidu de GleNAc. En effet, si la 0-GlcNAc intervient dans le transport 

nucléaire des protéines cytosoliques, de telles lectines doivent exister et faire partie de la 

machinerie de transport. 

Enfin et en dernière partie, nous étudierons l'évolution de la 0-GlcNAc au cours du processus 

de maturation des ovocytes de Xénope après stimulation par la progestérone. La maturation 

est un processus cellulaire important pour le développement de 1' ovocyte de Xénope 

puisqu'elle lui permettra d'être fertilisé. La phosphorylation étant un élément clef du bon 

déroulement de la maturation, nous devrions observer des variations de 0-GlcNAc lors de ce 

processus. 
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0-N-Acétylglucosaminylation 
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1- Introduction : la glycosylation dans les compartiments cytosolique et nucléaire 

Il est encore fréquemment admis que la glycosylation des protéines est restreinte à 

1' appareil de Golgi, au réticulum endoplasmique, au lysosome, à la membrane plasmique et à 

la sécrétion cellulaire. Ce dogme était du en grande partie à la connaissance des chemins de 

biosynthèse des N-et 0-glycannes qui a laissé longtemps supposer qu'on ne pouvait retrouver 

de glycoprotéines ni dans le noyau, ni dans le cytosol (Figure 1 ). 

Or des preuves de glycosylation cytosolique et nucléaire sont apparues au cours de 

ces dernières années. L'existence de glycoprotéines dans le cytosol et dans le noyau des 

cellules eucaryotes a été rapportée grâce à l'utilisation de lectines ou par analyse de 

compositions en monosaccharides. Ces travaux sont restés souvent ignorés. Ceci était du à la 

difficulté d'obtenir des fractions cytosolique et nucléaire dépourvues de contaminants 

(notamment de membranes) et à l'absence d'explication concernant la biosynthèse et le 

transport de ces glycoprotéines. 

Ainsi, on sait aujourd'hui que la glycosylation la plus répandue dans le cytosol et 

dans le noyau des cellules eucaryotes est la 0-N-Acétylglucosaminylation (notée 0-

GlcNAc). Elle n'est pas la seule, on retrouve également: les phospho-mannosyles 0-liés dans 

le cytosol, les oligosaccharides 0-liés contenant du fucose, l' a-glucosyllié sur une tyrosine 

de la glycogènine, les protéoglycannes à mannose dans le cytosol, les glycoaminoglycannes 

(GAG) dans le noyau. 

II-La 0-N-Acétylglucosaminylation (0-GlcNAc) 

1- Définition 

La 0-GlcNAc est un type de glycosylation qui consiste en l'addition d'un unique 

monosaccharide, la N-Acétylglucosamine (GleNAc), sur des résidus de sérine et de thréonine 

de la chaîne polypeptidique (Figure 2). La 0-GlcNAc a été mise en évidence pour la première 

fois par l'équipe de Gerald W. Hart (Torres et Hart, 1984) qui travaillait sur la distribution des 

structures glycanniques à résidus de N-Acétylglucosamine terminaux à la surface des 

lymphocytes en fonction de leur stade de développement et de leur phénotype. Pour mettre en 

évidence cette glycosylation, ils ont utilisé la galactosyltransférase bovine, protocole 

couramment utilisé aujourd'hui pour l'étude de la 0-GlcNAc (Whiteheart et al, 1989). 
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' \, 

..._ G lycoprotéin ~------.,. ·-.. _ 
· ·)-- Transport '"', ----., __ 

Figure 1 -Biosynthèse et transport des N- et 0-glycosylprotéines 
(la connaissance du processus de synthèse et de transport des N- et 0-
glycosylprotéines a longtemps laissé supposer que le cytosol et le noyau des cellules 
eucaryotes étaient totalement dépourvus de glycoprotéines). 
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0-GlcNAc <>-GleNAc 

HO 

0 

Séryl-0-GlcN Ac 

NHCOCH3 

Thréonyl-0-GlcN Ac 

H~ 

Figure 2 -Schémas de la 0-N-Acétylglucosaminylation 
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Holt et Hart montreront en 1986 sur le foie de rat que ce type de glycosylation affecte plus 

particulièrement les protéines des compartiments cytosolique et nucléaire. 

La distribution de la 0-GlcNAc sera réexaminée plus tard dans des cultures primaires de 

lymphocytes avec des techniques de fractionnement des cellules améliorées, et il sera 

démontré que cette glycosylation se retrouve majoritairement dans les compartiments 

cytosolique et nucléaire des cellules eucaryotes (Kearse et Hart, 1991a). Cette glycosylation 

est conservée phylogénétiquement car on la retrouve de la levure à l'homme en passant par les 

plantes, les parasites ainsi que dans de nombreux virus mais elle est absente des cellules 

procaryotes (Hart et al, 1996). 

Ainsi, depuis la découverte de cette glycosylation, l'intérêt porté à l'étude de cette 

modification post-traductionnelle ne cesse d'augmenter comme le montre l'histogramme de la 

figure 3 relatif à 1' abondance des publications sur la 0-GlcN Ac. 

2- Les protéines à 0-GlcNAc 

Les principales protéines 0-N-Acétylglucosaminylées sont répertoriées dans le 

tableau 1 et représentées sur la figure 4. On y retrouve entre autres: des protéines du 

cytosquelette, des facteurs de transcription, des protéines virales ... 

Il convient de noter qu'un nouveau type de glycosylation a été mis en évidence sur 

des protéines du pore nucléaire de certaines plantes. Il ne s'agit pas exactement de la 0-

GlcNAc mais d'une polymérisation, sur un même résidu de Ser/Thr, de plusieurs résidus de 

GleNAc (Heese-Peck et al, 1995). 

3- Sites peptidiques de 0-N-Acétylglucosaminylation 

Il n'existe pas à proprement parler de séquence consensus pour la 0-N­

Acétylglucosaminylation comme celle connue pour la N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr). 

Cependant, l'analyse de sites 0-N-Acétylglucosaminylés a permis d'établir certaines 

exigences peptidiques pour la 0-GlcNAc et de classer ces sites en deux catégories : les sites 

du type PSS ou PVS et les sites riches en acides aminés hydroxylés (sérine ou thréonine). 

Quelques sites connus d'addition de la 0-GlcNAc sont représentés dans le tableau IL 
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Année de référence 

Figure 3 - Evolution du nombre de publications sur la 0-N­
Acétylglucosaminylation depuis 1987 (PubMed, mot clé: 0-GlcNAc). 
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Tableau 1 -les principales protéines à 0-GlcNAc connues 

Protéines à 0-GicNAc 

Protéines de structure 
Synapsines 
Cytokératine 13 
Cytokératines 8 et 18 

aB-Crystalline 
Ankyrine G 
Bande 4.1 de l'érythrocyte 
TaJine 
Neurofilaments 

Protéines n.ucléaires 
Domaine C-terminal de l' ARN polymérase Il 

Le facteur de transcription c-Fos (serum response element) 

eiF -2 (facteur d'initiation de la traduction eucaryotique 2) 
Spl, AP-l, AP-2, AP-4, CTF, Zeste, GAGA et ADF-1 
c-Myc 

Subpopulation de récepteurs à œstrogènes 
Protéines du pore nucléaire 
Protéine du pore nucléaire p62 

Protéines chromatiniennes de la drosophile 

Pro,téin.es virales 
Antigène grand T du SV 40 
Protéine NS26 du rotavirus 

Phosphoprotéine basique tégumentaire du cytomégalovirus 
Fibre de l'adénovirus 

Protéines n.euronales 
Précurseur béta-amyloïde 

N eurofilaments 
Protéines associées aux microtubules de haut poids 
moléculaire 
Protéines Tau bovines 

Protéines divexses 
Glycoprotéines synthétisées par Schistosoma mansoni 
AP-3 (assemblage de la clathrine) 
Glycoprotéine 83 kDa, axoplasme et noyau des neurones du 
calamar 
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Tableau II -Séquences peptidiques de 0-N-Acétylglucosaminylation 

Protéines 

Typ~ PVSJT QU PS!fV 

a-A -cristalline 

a-B-crystalline du singe rhésus 

Protéine de l'érythrocyte humain de 65 kDa 

c-F os 

Neurofilament L 

Neurofilament M 

Type- riehe- en Sff QU queleonqu~ 

c-F os 

Séquence d'addition de la 0-GlcNAc 

... DIPVSREEK ... 

... EEKPAVTAAPK ... 

... DSPVSQPSLVGSK ... 

... LAPVSASVS ... 

... PVSSS ... 

... GSPSTVSSSYK ... PSVTISSK ... 

... TQTSSSGTVT .. . 

ARN polymérase II ... (S/T)P(S/T)SP ... TPTSPN ... SPTSPT ... 

Bande 4.1 de l'érythrocyte ... AQTITSETPSSTT .. . 

Protéine p62 du pore nucléaire ... MAGGPADTSDPL. .. 

4- Propriétés communes aux protéines à 0-GlcNAc 

Toutes les protéines 0-N-Acétylglucosaminylées présentent des caractéristiques 

communes: 

1. ce sont toutes des phosphoprotéines, 

n. elles se présentent sous forme d'équilibres monomères/multimères (hétéro 

ou homo), la phosphorylation jouant un rôle dans la multimérisation, 

iii. elles ont souvent une localisation nucléaire. 

Généralités 24 



Protéines du 
pore nucléaire 

Facteurs de tr 
ARNpolii 

Protéines 
chromatiniennes 

Figure 4- Distribution des protéines à 0-GlcN Ac 
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5- Les rôles de la 0-GlcN Ac 

Si l'on connaît aujourd'hui un grand nombre de protéines modifiées par la 0-

GlcNAc, les rôles joués par cette modification post-traductionnelle restent pratiquement 

inconnus, bien que différentes fonctions aient été avancées (pour revue Corner et Hart, 2000). 

De nombreuses observations vont dans le sens d'un rôle d'antagonisme de la 0-GlcNAc vis à 

vis de la phosphorylation (Haltiwanger et al, 1997). D'autres observations ont permis de 

suggérer qu'elle pourrait intervenir dans la modulation des interactions protéiques (protéines 

du cytosquelette ; Shane Arnold et Hart, 1999), dans la modulation de certaines activités 

enzymatiques (ARN polymérase II par exemple ; Kelly et al, 1993 ), dans la modulation de 

1' activité de facteurs de transcription (Sp 1 par exemple ; Corner et Hart, 1999) ou dans le 

transport de protéines cytosoliques vers le noyau (Duverger et al, 1996). 

i- 0-GicN Ac et phosphorylation : des fonctions antagonistes ? 

Plusieurs études suggèrent que la 0-N-Acétylglucosaminylation serait une 

modification post-traductionnelle dynamique à l'instar de la phosphorylation. Comme la 

phosphorylation, la 0-GlcNAc pourrait jouer un rôle de régulation de nombreux processus 

cellulaires (Haltiwanger et al, 1997). 

Il y a quarante-cinq ans environ les processus de phosphorylation/déphosphorylation 

des protéines étaient reconnus comme des processus réversibles de la régulation des fonctions 

cellulaires (Sutherland et Wosilait, 1955). Alors, cette phosphorylation ne semblait être 

qu'une source de phosphore pour les fonctions de nutrition de la cellule et non une 

modification post-traductionnelle réversible des protéines. De la même façon, la 0-GlcNAc 

semble jouer un rôle de modification post-traductionnelle dynamique et ayant un rôle dans 

diverses fonctions cellulaires (la figure 6 montre 1 'engouement suscité à 1' époque par la 

découverte du phénomène phosphorylation/déphosphorylation, intérêt porté aujourd'hui à la 

0-GlcNAc). 

Différentes observations ont permis d'établir un lien entre la phosphorylation et la 0-

GlcNAc, et en particulier l'aspect dynamique de la 0-GlcNAc. Par exemple des expériences 

de pulse-chase sur les cytokératines (Chou et al, 1992) et sur une petite protéine de choc 

thermique, 1' aB-cristalline (Roquemore et al, 1996) ont indiqué que le turnover de la 0-

GlcNAc était beaucoup plus rapide que le turnover de la protéine elle-même, ce qui a permis 
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d'établir que le résidu de 0-GlcNAc n'était pas statique mais dynamique. Kearse et Hart, 

1991 b, ont démontré que l'activation de lymphocytes murins par différents agents mitogènes 

et antigènes modifiait les niveaux de 0-N-Acétylglucosaminylation dans les minutes qui 

suivaient cette stimulation. Chou et Omary, 1993, ont montré que l'arrêt de la mitose des 

cellules HT29 augmentait la 0-N-Acétylglucosaminylation et la phosphorylation sur les 

cytokératines K8 et K18, alors que la synchronisation des mêmes cellules en phase S ne 

modifiait en rien cette glycosylation. De la même manière, Haltiwanger et Philips berg, 1997, 

ont établi, sur ces mêmes cellules, que le blocage de la mitose induit par le nocodazole, 

provoquait des changements dans les niveaux de 0-N-Acétylglucosaminylation. 

Des expériences particulièrement intéressantes ont été effectuées par Snow et al, 1996. Ces 

auteurs ont en effet réussi à bloquer le turnover de la 0-GlcNAc par transfection de cellules 

CHO avec l'ADNe des formes cytoplasmique et nucléaire de la galactosyltransférase bovine 

(on forme ainsi du GalB1, 4GlcNAc à partir de l'UDP-Gal à la place de la 0-GlcNAc). Dans 

ces conditions, les cellules meurent au bout d'un cycle cellulaire, ce qui montre l'importance 

de l'aspect dynamique de la 0-GlcNAc. La même expérience, faite avec l'enzyme localisée 

dans 1' appareil de Golgi, ne provoque aucune mort cellulaire. 

D'autres auteurs ont pu démontrer une réciprocité entre la phosphorylation et la 0-N­

Acétylglucosaminylation. En effet, Haltiwanger et al, 1998, par exemple, ont démontré qu'un 

traitement des cellules cancéreuses de colon humain par la PUGNAc, un inhibiteur potentiel 

de la 0-N-Acétylglucosaminidase, résultait non seulement en une augmentation de la 0-

GlcNAc sur le facteur de transcription Sp1, mais aussi que cette augmentation s'accompagnait 

d'une diminution de la phosphorylation sur ce même facteur de transcription. Par ailleurs, 

Griffith et Schmitz, 1999, ont constaté une augmentation de la fixation d'un anticorps anti-0-

GlcN Ac en utilisant des inhibiteurs de kinases sur des cellules neuronales, alors que 

l'utilisation d'activateurs de kinases diminuait la fixation de ce même anticorps. 

D'autres observations sont venues apporter de nouveaux éléments en faveur de cette balance 

entre la phosphorylation et la 0-N-Acétylglucosaminylation. Les protéines 0-N­

Acétylglucosaminylées sont toutes des protéines importantes régulées par phosphorylation et 

l'analyse des sites de glycosylation a établi que les résidus de 0-GlcNAc se retrouvent 

souvent dans des régions protéiques connues comme étant phosphorylées, notamment par la 

glycogène synthase kinase-3 (GSK-3) et la kinase erk-2 appartenant à la famille des MAP­

kinases (Hart et al, 1996). De plus, deux cas de sites communs à la phosphorylation et à la 0-

N-Acétylglucosaminylation ont été décrits: celui de l'oncogène c-Myc, glycosylé sur la Thr 

58, phosphorylée et connue comme étant un «hot spot» dans l'apparition de lymphomes 
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(Chou et al, 1995b) et celui de l'antigène grand T glycosylé sur les sérines 111 et 112 (du 

motif PSS) connues comme étant elles aussi phosphorylées (Medina et al, 1998). 

Ces différentes observations ont conduit à l'hypothèse que la 0-GlcNAc pourrait jouer un rôle 

analogue à celui de la phosphorylation. 

La 0-GlcNAc et la phosphorylation feraient donc partie d'un système ternaire (figure 5) et 

non pas d'un système binaire. Les trois formes de la protéine posséderaient des propriétés 

physiques et biologiques différentes. Ainsi, il pourrait exister un système de 0-N-

Acétylglucosaminyltransférase/0-N-Acétylglucosaminidase pour la 0-N-

Acétylglucosaminylation analogue au système kinase/phosphatase pour la phosphorylation. 

Les rôles joués par la 0-GlcNAc ne sont pas toujours bien connus et ces dernières 

années, de nombreux auteurs ont mis à profit l'existence de cette balance 0-N­

Acétylglucosaminylation/phosphorylation pour trouver une fonction à leur protéine sous la 

forme 0-GlcNAc: la 0-N-Acétylglucosaminylation jouant alors un rôle inverse à celui de la 

phosphorylation sur la protéine étudiée. C'est la raison pour laquelle nous avons représenté 

sur la figure 6 la 0-N-Acétylglucosaminylation comme un mécanisme antagoniste de la 

phosphorylation. 

Il convient de noter qu'un nouveau type de balance glycosylation/phosphorylation a 

été mise en évidence récemment sur l'ovocléidine (protéine de la coquille d'œuf de poule). Il 

s'agit de l'exclusion mutuelle entre un N-glycanne porté par l'asparagine 59 et la 

phosphorylation de la sérine 61 appartenant au site consensus (5~-A-S61 ) (Mann, 1999). 

Pi 

UDP-GlcNAc :peptide fJ-N-­
Acétylglucosaminyltransfémse 

UDP-GlcNAc UDP 

lv® u~ u 
PhosphoProtéine n Protéine n 0-GicN Ac Protéine 

ADP ATP GleNAc 

Kinase 0-GlcNAc fJ-N-Acéty~glucosaminidase 

Figure 5 -La balance phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation (mécanisme ternaire) 
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Fascination, 
My protein is 0-
GlcNAc 
glycosylated ! ! ! 

Figure 6 - la 0-N-Acétylglucosaminylation est-elle le négatif de la phosphorylation ? 

Adaptation de TIBS (1994) 19, 439 
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ii- La reconnaissance protéine - protéine 

Comme préalablement mentionné, de nombreuses protéines à 0-GlcNAc sont des 

phosphoprotéines capables de s'assembler en complexes de manière réversible. Ce 

phénomène concerne 1' assemblage des protéines du cytosquelette, et 1' association de facteurs 

de transcription avec d'autres composants protéiques. 

Certaines protéines à 0-GlcNAc sont des composants clefs impliqués dans l'assemblage et 

l'organisation du cytosquelette. On sait que des défauts dans la régulation de l'assemblage de 

protéines cytosquelettiques sont impliqués dans de nombreux désordres neurodégénératifs 

(Cf. chapitre consacré aux protéines Tau). Une 0-N-Acétylglucosaminylation anormale de 

certaines protéines cytosquelettiques pourrait être à 1' origine du mauvais assemblage de ces 

protéines et donc de tels désordres (Shane Arnold et Hart, I999). 

Pour ce qui concerne la synapsine 1, protéine concentrée au niveau des terminaisons nerveuses 

et ancrant les vésicules synaptiques au cytosquelette, les sept résidus de 0-GlcNAc sont tous 

localisés dans les régions de phosphorylation des domaines B et D (Cole et Hart, I999). La 

phosphorylation par la CAM kinase Il du domaine D réduit l'affinité de la synapsine 1 pour 

les vésicules synaptiques et 1' actine. On pense donc que la 0-GlcN Ac peut moduler les 

interactions de la synapsine 1 par compétition des sites de phosphorylation (mêmes sites) ou 

en régulant des sites phosphorylés voisins (il y aurait une compétition entre les résidus de 

phosphates et de 0-GlcNAc sur des sites de phosphorylation et de 0-N­

Acétylglucosaminylation adjacents). De même, il a été suggéré pour les sous-unités des 

neurofilaments tous modifiés par la 0-GlcNAc (Low, Medium et High), que la 0-GlcNAc 

pouvait être directement impliquée dans l'assemblage de ces protéines (Dong et al, I993). 

Il en est de même pour les interactions protéiques impliquant les facteurs de transcription. Par 

exemple, les résidus de 0-GlcNAc de Spi inhibent ses interactions (du type hydrophobe) avec 

TAF 11 0 et holo-Sp I (Roos et al, I997) : il semblerait que l'hydrolyse des résidus de 0-

GlcNAc de Spi soit un signal pour son association avec d'autres facteurs protéiques. 

Par ailleurs, la modification duC-terminal de p53 (suppresseur de tumeurs) par la 0-GlcNAc 

inhibe son interaction avec SpI et active la transcription de gènes impliqués dans 1' arrêt du 

cycle cellulaire et dans l'apoptose (Show et al, I996). 

Le rôle de la 0-GlcNAc dans les interactions protéiques peut, au même titre que le rôle 

antagoniste joué par la 0-GlcNAc sur la phosphorylation, être le déclencheur des autres 

fonctions portés par la 0-N-Acétylglucosaminylation. Cela signifie que certains rôles joués 

par la 0-GlcNAc seraient la conséquence de la balance phosphorylation/0-N-
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Figure 7 -Relations entre les différents rôles portés par la 0-GlcNAc (les rôles joués par la 
0-GlcNAc pourraient dépendre directement des relations entre la balance phosphorylation/0-
GlcNAc et les interactions protéiques) 

Généralités 30 



Acétylglucosaminylation et du rôle de la 0-GlcNAc dans les interactions protéiques (figure 

7) : la compétition phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation et les interactions sont 

certainement étroitement liées. 

iii-La 0-GlcNAc est-elle un signal de translocation nucléaire? 

Il a été suggéré que la 0-GlcNAc pourrait jouer un rôle dans le transport des 

protéines cytosoliques vers le noyau. Le résidu de N-Acétylglucosamine 0-lié pourrait être un 

signal complémentaire qui s'associerait ou qui suppléerait le système du signal classique de 

localisation nucléaire (Nuclear Localization Signal- NLS). 

Il convient de distinguer deux aspects de la 0-GlcNAc dans le transport nucléaire : 

(i) la 0-GlcNAc en tant que signal de transport des protéines au noyau (c'est à dire la 0-N­

Acétylglucosaminylation des protéines elles-mêmes transportées vers le noyau) et (ii) la 0-

GlcNAc des protéines du pore nucléaire, qui ferait plutôt partie de la machinerie de transport 

des protéines. 

Avant de passer en revue les différents éléments qui font de la 0-GlcN Ac une 

modification post-traductionnelle susceptible de jouer un rôle dans le transport nucléaire, nous 

ferons quelques rappels sur le transport nucléaire NLS-dépendant. 

a- Rappels sur le transport nucléaire des protéines (pour revues 

Moore et Blobel, 1994 ; Melchior et Gerace, 1995 ; Schatz et Dobberstein, 1996 et Y oneda, 

1997) 

Les protéines cytosoliques devant s'intégrer au noyau se subdivisent en deux 

catégories : (i) les protéines de masse moléculaire inférieure à 40 kDa pénètrent dans le noyau 

par simple diffusion à travers le pore nucléaire (exception faite des histones) sans dépense 

d'énergie, et (ii) les protéines de masse moléculaire supérieure à 40 kDa qui requièrent le 

NLS et de 1' énergie. 

../ Le pore nucléaire et la membrane nucléaire 

L'une des caractéristiques des cellules eucaryotes est de séparer la synthèse des 

ARN s et la réplication de 1' ADN qui sont nucléaires, de la synthèse protéique qui est 
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cytoplasmique. Ceci requiert un transport continu de protéines, d'ARNs et de petites 

molécules entre les deux compartiments. Le transport nucléocytoplasmique est effectué à 

travers le pore nucléaire (Nuclear Pore Complex ; NPC). 

Le pore nucléaire est composé de 1 00 à 200 protéines et possède une masse 

moléculaire d'environ 125.106 Da. Cet organite mesure 120 nm de diamètre et 70 nm de 

hauteur (pour revues Finlay et al, 1991 ; Panté et Aebi, 1993 ; Davis, 1995). Il est ancré dans 

la double membrane nucléaire. Cette double membrane est continue avec celle du réticulum 

endoplasmique et sépare le nucléoplasme du cytoplasme. La membrane externe du noyau 

constitue un continuum avec le réticulum endoplasmique rugueux. La membrane interne est 

connectée également à la membrane cytoplasmique mais ne ressemble pas au RER et contient 

son propre contingent de protéines. Elle est liée à un réseau de lamines dont les lamines de 

type B qui ont une modification lipidique insérée dans la membrane (Goldberg et Allen, 

1995). 

./ Le signal de localisation nucléaire (NLS) 

Les protéines de haute masse transportées vers le noyau sont dotées du Nuclear 

Localization Signal. Le premier NLS connu est celui de l'antigène Large T du SV 40 (Simian 

Virus) (pour revue Gorlich et Mattaj, 1996). Contrairement aux séquences d'adressage vers le 

réticulum endoplasrnique ou la mitochondrie, le NLS n'est pas supprimé et fait partie 

intégrante de la protéine après translocation. La greffe d'un NLS sur n'importe quelle protéine 

lui permet de s'intégrer au noyau. Tous les NLS connus contiennent des séquences riches en 

acides aminés basiques bien qu'il n'existe pas de séquence consensus stricte (Tableau III). 

Tableau III- Quelques signaux de localisation nucléaire 

Protéines Séquence en acides aminés (NLS) 

SV40 large T-antigen PKKKRKV 

c-Jun RKRKL 

Nucléoplasmine KRP AAIKKAGQAKKKK 

CBP80 RRRHSDENDGGQPHKRRK 
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./ Le processus de transport nucléaire 

Le processus de transport nucléaire peut être divisé en 2 étapes : la première étape est 

NLS dépendante et A TP indépendante avec ancrage des protéines sur la surface 

cytoplasmique des pores nucléaires alors que la deuxième étape est ATP dépendante avec 

translocation des protéines par les pores nucléaires. Plusieurs facteurs solubles sont requis 

pour le transport de protéines vers le noyau: PTAC 58, PTAC 97, GTPase Ran et p10/NTF2 

(Moore et Blobel, 1992). 

La première étape de la translocation nucléaire peut être subdivisée en 2 parties (étape de 

docking): 

-formation du Pore TArgeting Complex (PTAC) de 500 kDa dans le cytoplasme; 

PTAC 58, PTAC 97 avec la protéine possédant le NLS, 

- ancrage du complexe sur les pores nucléaires. 

La deuxième étape fait intervenir deux facteurs solubles (étape de translocation) : 

- la GTPase Ran (petite protéine G), 

-le PJO/nuclear transport factor 2 (NTF 2), associé à Ran-GDP/PTAC 58 et 97 et à 

des séquences peptidiques des nucléoporines, mais il ne s'associe pas à Ran-GTP. 

Le transport nucléaire NLS-dépendant est schématisé sur la figure 8. 

b- La 0-GlcNAc joue-t-elle un rôle dans le transport des protéines 

cytosoliques vers le noyau ? 

Dans ce paragraphe nous nous intéresserons à la 0-GlcN Ac en tant que signal 

potentiel de transport des protéines cytosoliques vers le noyau. 

Les études de Duverger et al, 1992 ont démontré que la sérum albumine, couplée à la 

fluorescéine et substituée par des monosaccharides (fucose, glucose ou mannose), est 

transportée du cytosol vers le noyau de manière sucre-dépendante, de la température, du 

temps d'incubation alors que la sérum albumine libre ne pénètre pas dans le noyau. Ils ont 

aussi démontré que dans des cellules perméabilisées par la digitonine, la sérum albumine 
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Figure 8- Schéma du transport nucléaire NLS-dépendant des protéines 
cytosoliques ; inhibition par la WGA 
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substituée avec le ~-di-N-acétylchitobioside (GlcNAc~l, 4GlcNAc) est transportée dans le 

noyau de façon dépendante du temps et de l'ATP (Duverger et al, 1996). Un phénomène 

identique a été démontré avec l'a-glucosyl SAB (Duverger et al, 1995). L'import de ces 

néoglycoprotéines est inhibé par l'incubation concomitante de WGA. Le transport sucre­

dépendant ne nécessite pas d'extrait cytosolique contrairement au transport NLS-dépendant. 

De plus, contrairement au transport NLS dépendant, le transport sucre-dépendant n'est pas 

inhibé par l'alkylation par le N-éthylmaléimide: ceci démontre clairement que les deux types 

de transport sont indépendants. Il a donc été suggéré que la GleNAc joue un rôle de signal de 

translocation nucléaire. L'existence de lectines spécifiques jouant le rôle de navette entre les 

compartiments cytosolique et nucléaire pour le transport de protéines a donc été envisagée. 

c- Les protéines du pore nucléaire à 0-GicNAc et l'inhibition du 

transport nucléaire par la WGA 

Le processus de transport GleNAc-dépendant des protéines cytosoliques vers le 

noyau ne semble pas aussi simple qu'il pourrait le paraître a priori. En effet, nous l'avons 

mentionné plus haut, de nombreuses protéines du pore nucléaire existent elles-mêmes sous la 

forme 0-GlcN Ac. Ainsi un groupe de huit protéines du pore nucléaire de masse moléculaire 

de 45, 54, 58, 62, 100, 145, 180 et 210 kDa ont été identifiées comme étant modifiées par la 

0-N-Acétylglucosamine (Holt et al, 1987b). Plusieurs de ces protéines 0-N­

Acétylglucosaminylées contiennent de multiples peptides FXFG ou GLFG dégénérés (Davis, 

1995), de fonction inconnue, et plusieurs membres de ce groupe sont localisés en périphérie 

du complexe du pore nucléaire. Les protéines p62, p58 et p54, appartenant toutes à la famille 

de protéines 0-N-Acétylglucosaminylées décrite ci-dessus, sont essentielles pour la formation 

de pores nucléaires fonctionnels (Finlay et al, 1991). Ceci a pu être démontré en utilisant un 

anticorps monoclonal dirigé contre chacune de ces protéines 0-N-Acétylglucosaminylées. En 

effet, on peut reformer des pores nucléaires appauvris en chacune de ces protéines et tester 

ainsi la fonctionnalité des noyaux pour le transport nucléaire. Les noyaux contenant des pores 

sans ces protéines sont incapables de transporter des protéines cytosoliques vers le noyau. 

De même les études sur les œufs de Xénope, portant sur la formation de pores 

nucléaires fonctionnels après désassemblage, ont montré que les pores nucléaires ne jouent 

plus leur rôle de transporteur si les polypeptides 0-N-Acétylglucosaminylés sont exclus par 

précipitation à la WGA (Miller et Hanover, 1994). Cette activité est, par contre, restaurée 

après addition de glycoprotéines de pore nucléaire de foie de rat ou d'œuf de Xénope. 
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Toutefois, le transfert de galactose sur les 0-GlcNAc ne modifie en rien le réassemblage et 

l'activité des pores nucléaires. 

La microinjection de phycoérythrine (PE, MM 240000 Da), couplée à des peptides 

synthétiques (correspondant au Nuclear Localization Signal de l'antigène Large-T de SV40), 

dans des cellules perméabilisées constitue un outil permettant de visualiser le transport 

nucléaire. Cette technique a permis de démontrer que la la microinjection de lectine de germe 

de blé (la WGA pour Wheat germ agglutinin) dans le cytoplasme n'altère pas la diffusion de 

dextran (de masse moléculaire de 10000 Da) dans le noyau mais bloque la PE conjuguée 

(Wolff et al, 1988). Cette inhibition est levée par l'addition d'un sucre compétiteur, en 

l'occurrence de GleNAc, dans le cytoplasme. De la même manière, la WGA inhibe 

complètement le transport de la nucléoplasmine couplée à la fluorescéine, alors qu'aucune 

autre lectine testée n'affecte le transport nucléaire (Finlay et al, 1987). En fait, cette inhibition 

du transport nucléaire se fait par fixation de la WGA sur les protéines 0-N­

Acétylglucosaminylées situées sur la face cytoplasmique du pore nucléaire (voir figure 8). 

d- La phosphorylation et le transport nucléaire 

Certaines relations entre la phosphorylation des protéines et le transport nucléaire 

sont bien connues (Kaffman et O'Shea, 1999). 

Par exemple, la phosphorylation (sur 5 résidus de sérine) du facteur de transcription Pho 4 

chez la levure induit la localisation de cette protéine dans le cytosol alors que la 

déphosphorylation entraîne son accumulation dans le noyau et la transcription de gènes 

permettant aux cellules de pousser à faible concentration de phosphate (Kaffman et al, 1998). 

En fait, la phosphorylation de Pho 4 dicte sa localisation subcellulaire par une augmentation 

de son association avec le récepteur de 1' export vers le cytosol et une inhibition de son affinité 

pour le récepteur de l'importation dans le noyau. 

Le facteur de transcription NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) est déphosphorylé par 

la calcineurine lorsqu'une augmentation en calcium est induite par une stimulation des 

lymphocytes. Un complexe calcineurine et NF-AT déphosphorylé est alors transloqué dans le 

noyau avec, comme conséquence, transcription de gènes requis pour 1' activation des cellules 

T (Rao et al, 1997). 

Chez Xenopus laevis, la nucléoline, un composant majeur du nucléole, est distribuée dans le 

cytoplasme pendant la maturation de 1 'ovocyte, et, après fertilisation, est réaccumulée dans le 

noyau de 1' embryon. La localisation cytoplasmique de la nucléoline coïncide avec sa 
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phosphorylation massive par la kinase p34cdc2 tandis que le transport nucléaire s'accompagne 

d'une déphosphorylation de la nucléoline (Schwab et Dreyer, 1997). 

Comme dernier exemple de relation entre la phosphorylation et la localisation cellulaire on 

pourra mentionner que v-Jun est accumulé dans le noyau lorsque la Ser248
, adjacente au NLS, 

est sous-phosphorylée (Tagawa et al, 1995). La phosphorylation de cette sérine inhibe son 

transport nucléaire in vivo et in vitro. (v-Jun est la forme virale de c-Jun, forme cellulaire, où 

la Ser248 remplace la Cys248
). La staurosporine et le composé H7 (deux inhibiteurs de la 

protéine kinase A) stimulent l'import nucléaire de cette protéine alors que l'acide okadaïque 

(un inhibiteur de phosphatases) inhibe cet import. 

iv- La 0-GlcNAc et les activités enzymatiques: l' ARN polymérase II 

La 0-GlcNAc permet de réguler l'activité de certaines enzymes. C'est le cas en 

particulier de 1' ARN polymérase II. 

L' ARN polymérase II humaine possède un domaine C-terminal, appelé CTD, contenant 52 

répétitions de séquence: YSPTSPS. Cette séquence est hautement phosphorylable, ce qui 

implique que l'ARN polymérase II peut exister sous deux formes majeures: hypo- (forme 

liA) et hyper-phosphorylées (forme llO) (Corden, 1990). La phosphorylation du CTD permet 

le passage de l' ARN polymérase II de la phase d'initiation à la phase d'élongation de la 

transcription, chacune des deux phases permettant l'association du CTD à des facteurs 

différents selon son état de phosphorylation. Kelly et al, 1991 et 1993 ont démontré que 

1 'ARN polymérase II est 0-N-Acétylglucosaminylée sur le CTD. Or cette glycosylation est 

indétectable sur la forme no, phosphorylée, ce qui renforce l'hypothèse de la balance 

phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation. Ces auteurs suggèrent que la 0-GlcNAc et la 

phosphorylation de l' ARN polymérase II pourraient avoir des effets différents sur les 

différentes phases de la transcription, par le biais de 1' association du CTD à des facteurs 

différents. L'ARN polymérase II lorsqu'elle est glycosylée serait alors en phase d'initiation, 

et sous sa forme phosphorylée entrerait en phase d'élongation (Corner et Hart, 1999). 

Corner et Hart, 1996 ont démontré que des inhibiteurs de 0-N-Acétylglucosaminidase ou que 

des peptides CTD modifiés par la 0-GlcNAc bloquaient la transcription d' ARN messagers, 

alors que des peptides CTD modifiés par la 0-GalNAc ne jouaient pas de rôle inhibiteur. 
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v- La 0-GicNAc et l'activité des facteurs de transcription . 

De nombreux facteurs de transcription de l' ARN polymérase il sont modifiés par la 

0-N-Acétylglucosamine: Spi (Jackson et Tjian, 1988); c-Myc (Chou et al, I995ab), c-Fos -\ 

(Reason et al, 1992), rantigène grand T du SV-40 (Medina et al, 1998), les récepteurs des 

œstrogènes (Jiang et Hart, 1997) 'et Hnf-1 (Lichtsteiner et Schibler, 1989). Jackson et 1jian, ' 

1988 ont démontré que contrairement à l' ARN polymérase II, aucun facteur de transcription 

de l' ÀRN polyméràse I et III ne sont glycosylés. ' 

Le rôle de la 0-GlcN Ac dans la fonction des facteurs de transcription reste, en fait, obscur 

(Corner et Hart, 1999). Toutefois, Jackson et Tjian, 1988 ont pu démontrer que la WGA ' 

inhibait spécifiquement la transactivation de la transcription par Sp 1, modifié par la 0-

GicNAc, mais pas sa reconnaissance de l'ADN. Ceci laisse supposer que les résidus de 0-

GlcNAc sont indispensables au déroulement de la transcription par la reconnaissance d'autres 

facteurs protéiques. ils démontrent ainsi que Sp] glycosylé est 3 à 5 fois plus efficace pour 

l'activation de la transcription que la forme non-giycosyiée. ' 

Deux autres facteurs de transcription bien connus sont modifiés par la 0-GlcNAc 

dans ce domaine de transactivation de la transcription: c-Myè et c-F os. c-Myc est 0-N- · · ' 

Acétylglucosaminylé dans le domaine de transactivation de la transcription, sur la thréonine \ 

58 connue comme existant sous la forme phosphorylée et comme étant un « point chaud » de 

mutation dans les lymphomes humains (Chou et al, 1995b ). De même, il a été démontré que ' 

c-Fos est majoritairèment 0-GlcNAc sur le tandem repeat SSS appartenant au domaine de 

transactivation de la transcription. D'autres sites situés entre le domaine de fixation à l'ADN - \ 

et le domaine de transactivation de la transcription sont également modifiés par la 0-GlcNAc 

(Reason et al, 1992). ' 

Les récepteurs des œstrogènes sont eux aussi modifiés par la 0-N-Acétylglucosamine 

(10% des récepteurs à œstrogènes) sur un site majeur: la thréonine 575 située dans une région 

PEST du domaine C-terminal F (Jiang et al, 1997). -

Lichtsteiner et Schibler, 1989 ont démontré que Hnf-1, un facteur de transcription 

spécifique du foie, était modifié par la 0-GlcNAc. Hnf-1, sous sa forme glycosylée est 

capable de se fixer à fADN et d'activer Ia transcription in vitro du gène codant pour 

1 'albumine. 

Enfin, p53, un suppresseur de tumeurs, existe sous fa forme 0-GlcNAc. On sait que --, 

la forme glycosylée fixe mieux l'ADN que la forme non-glycosylée (Show et al, 1996). 
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vi-Rôle dans la stabilité protéique 

Comme nous venons de le voir, de nombreux facteurs de transcription sont modifiés 

par la 0-GlcNAc. Or Spl, le facteur de transcription dont le rôle de la 0-GlcNAc semble le 

mieux connu, a été démontré comme ayant son activité modulée par cette glycosylation. La 

stabilité de Sp 1 est régulée par le protéasome, et dans des conditions de déplétion en 0-

GlcNAc, Spi est rapidement dégradé. Cette dégradation peut être prévenue (stabilisation de 

Spi) par un traitement en glucosamine qui inhibe la dégradation protéasomale (Han et 

Kudlow, 1997). Il pourrait y avoir un lien entre la stabilité des facteurs de transcription vis à 

vis de leur dégradation protéasomale et leur activité. 

En conclusion, les différents rôles putatifs de la 0-N-Acétylglucosaminylation peuvent être 

reliés entre eux comme indiqué sur la figure 7. 

6- Les enzymes de la 0-GlcNAc 

Les enzymes qui transfere et qui hydrolyse le résidu de N-Acétylglucosamine sur la 

sérine ou la thréonine de la chaîne polypeptidique ont été caractérisées : il s'agit de la 0-N­

Acétylglucosaminyltransférase et la 0-N-Acétylglucosaminidase. 

i- La 0-N-Acétylglucosaminyltransférase 

Cette enzyme (Uridine diphospho-N-Acétylglucosamine Polypeptide 

,8-N-Acétylglucosaminyltransférase ou 0-GlcNAc transférase ou OGT) a été caractérisée 

pour la première fois dans le cytosol de foie de rat par Haltiwanger et al, I990 et 1991 en 

utilisant un peptide accepteur issu de la combinaison de trois sites connus de 0-N­

Acétylglucosaminylation : YSDSPSTST. Ils ont pu ainsi démontrer que le remplacement de P 

par G rendait l'OGT inactive alors que le remplacement de D par G n'affectait en rien son 

efficacité. Ces mêmes auteurs ont démontré que cette enzyme était inhibée par l'UDP mais 

pas par la GleNAc, ni la tunicamycine. Comme l'EDTA n'inhibe pas son activité celle-ci est 

indépendante de cations bivalents, à savoir: Mg2
+, Mn2

+ ou Ca2
+. Cette enzyme a été localisée 

à la fois dans le cytosol et dans le noyau de nombreux tissus. 

Des études en SDS-PAGE ont permis de déterminer la masse moléculaire approximative de 

l'OGT: elle est de 340 kDa. Cette enzyme donne deux bandes de IIO kDa -pi10- (X2) et de 
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78 kDa -p78- (Xl), ce qui suppose qu'elle existe sous la forme d'un hétérotrimère. La sous­

unité de 110 kDa porte l'activité catalytique, et la sous-unité de 78 kDa pourrait être un 

fragment de protéolyse ou un produit d'épissage de l'ARN messager de la sous-unité pllO. 

De plus, la sous-unité pllO est capable de former des homo- ou des hétéro-trimères ayant des 

affinités différentes pour l'UDP-GlcNAc (Kreppel et Hart, 1999). Le Km de l'OGT est très 

élevé (545 nM) et s'expliquerait par la compétition vis à vis de l'UDP-GlcNAc avec les 

transporteurs de nucléotides-sucres du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi 

(Haltiwanger et al, 1992). Le mécanisme suivi par l'OGT est une cinétique du type bi-bi 

aléatoire (Kreppel et Hart, 1999). 

Cette glycosyltransférase n'a aucune homologie de séquences avec les autres familles de 

glycosyltransférases, alors qu'elle est très conservée (80% d'identité de séquences) chez les 

eucaryotes (de C. elegans à l'homme) (Lubas et al, 1997), d'où le caractère ubiquitaire de la 

0-GlcNAc. Ces auteurs ont démontré que l'OGT contient onze tandems repeats appelés 

tétratricopeptides (TPR), peptides de 34 acides aminés, dans sa portion N-terminale. Ces TPR 

joueraient un rôle dans les interactions protéine-protéine (Kreppel et al, 1997), comme c'est le 

cas pour de nombreuses protéines contenant ce type de motif (Blatch et Lassle, 1999), mais 

ces TPR n'interviennent pas dans l'activité de l'enzyme (Kreppel et Hart, 1999). 

L'OGT est phosphorylée sur une tyrosine ce qui laisse supposer qu'elle pourrait être 

impliquée dans des cascades de phosphorylation. De plus l'OGT est elle-même modifiée par 

la 0-GlcNAc (Kreppel et al, 1997). 

La localisation chromosomique de l'OGT a été définie sur le chromosome X, région D chez la 

souris et dans la région Xq13 chez l'homme par Shafi et al, 2000. Chez l'homme, cette région 

est associée avec des maladies neurodégénératives. Une délétion du gène de l'OGT résulte en 

une perte de la viabilité embryonnaire. 

Lubas et Hanover, 2000 ont testé l'activité de l'OGT sur différentes kinases : elle est capable 

de glycosyler des kinases telles que la glycogène synthase kinase-3 et la caséine kinase II. On 

peut donc penser que certaines kinases pourraient avoir elles-mêmes leur activité modulée par 

la 0-GlcNAc. 

Des études de localisation de l'OGT et des ARNm de l'OGT ont été effectuées sur le pancréas 

de rat (Akimoto et al, 1999). Comme nous le verrons plus loin, la résistance à l'insuline 

induite par le glucose est modulée par une augmentation de la voie des hexosamines dont fait 

partie l'OGT. Grâce à des ARNe antisens, Akimoto et al, 1999 ont pu démontrer qu'il y avait 

une quantité importante d' ARNm de l'OGT dans les cellules acinaires (exocrines), et plus 

faiblement au niveau des îlots de Langerhans (cellules endocrines). Des anticorps dirigés 
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contre l'OGT ont montré une localisation de l'OGT au niveau de la région euchromatique du 

noyau et autour des vésicules de sécrétion des cellules acinaires et des îlots de Langerhans. 

Les auteurs suggèrent ainsi un rôle de l'OGT dans la régulation de la transcription et dans la 

sécrétion granulaire. 

ii- La 0-N-Acétylglucosaminidase (N-Acétyl-/3-D-glucosaminidase) (GleNAc 

ase). 

La 0-N-Acétylglucosaminidase est moins bien connue. Elle a été purifiée de la rate 

de rat (Dong et Hart, 1991 et 1994). La forme active de l'enzyme a une masse moléculaire de 

106 kDa, et elle donne deux bandes en SDS-PAGE de 54 kDa (a) et 51 kDa (f3). Elle forme 

un hétérodimère. Contrairement aux hexosaminidases acides lysosomales, elle n'est pas 

inhibée par la GaiN Ac. Par contre deux inhibiteurs ont été décrits : la streptozotocine (Roos et 

al, 1998) et le PUGNAc (Haltiwanger et al, 1998). Comme l'OGT, la 0-N­

Acétylglucosaminidase est localisée à la fois dans les compartiments nucléaire et cytosolique 

de tous les tissus. 

7- Le glucose, la voie des hexosamines et la synthèse de la 0-GlcNAc: étude 

dans les cellules béta du pancréas 

i- Introduction 

Les cellules pancréatiques béta sont le régulateur du flux de glucose qui permet son 

stockage sous forme d'énergie dans le foie, les muscles et les tissus adipeux des vertébrés. Les 

cellules béta doivent pour cela « mesurer » la concentration en glucose plasmatique et sécréter 

les quantités appropriées d'insuline. 

Ce processus débute par 1' entrée de glucose dans les cellules béta par le transporteur GLUT2. 

Lorsque la concentration en glucose plasmatique est supérieure à 5mM, il est phosphorylé par 

la glucokinase et peut de cette manière entrer soit dans la glycolyse soit dans la formation de 

macromolécules via la glutamine fructose-6-P amidotransférase (GFAT) (Figure 9). 

L'augmentation du rapport ATP/ADP provenant du glucose est à l'origine de la sécrétion 

d'insuline. Si l'augmentation de la concentration plasmatique en glucose est prolongée, il y a 

augmentation de la sécrétion d'insuline, augmentation du nombre de cellules béta 

(hyperplasie) ; cette hyperplasie est finalement contrebalancée par une réponse apoptotique. 
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Chez les diabétiques de type 2 (diabète non-insulinodépendant affectant 90% des diabétiques) 

cette adaptation aux fortes charges en glucose est défaillante et cette hyperplasie est aussitôt 

contrecarrée par une forte réponse apoptotique. Cette apoptose chez les diabétiques de type-2 

empêche donc les cellules béta de proliférer et de répondre aux demandes en insuline. Or, il 

semble que ces deux phénomènes, d'hyperplasie et d'apoptose soient commandés par 

l'hyperglycémie. Comment certains auteurs sont-ils parvenus à relier le métabolisme de la 0-

GlcNAc au glucose et la 0-GlcNAc à la réponse apoptotique des cellules béta? 

ii- La streptozotocine (STZ) : un analogue de la N-Acétylglucosamine 

La streptozotocine (STZ) est une drogue couramment utilisée pour créer des modèles 

animaux de diabète (effet diabétogène ). 

On sait depuis longtemps que les cellules béta des îlots de Langerhans présentent une très 

forte sensibilité à la STZ (effet toxique résultant en une forte mort cellulaire). Roos et al, 1998 

ont démontré que la STZ était un inhibiteur de la 0-N-acétyl-13-D-glucosaminidase (la STZ 

est un analogue de la N-Acétylglucosamine avec un groupement nitrosourée en remplacement 

du groupement acétate de la N-acétylglucosamine). Cette sensibilité des cellules béta à la STZ 

s'explique par le fait que les cellules béta expriment très fortement la 0-N­

Acétylglucosaminyltransférase (taux d'ARNm de l'OGT très élevé comparé aux autres 

cellules; Roos et al, 1998 et Konrad et al, 2000). Comme la STZ est un inhibiteur de 1'0-N­

acétyl-13-D-glucosaminidase, une accumulation de la 0-GlcNAc est observée dans ces cellules 

béta: l'inhibition de 1'0-N-acétyl-13-D-glucosaminidase et l'expression élevée de l'OGT vont 

de pair. Il a alors été suggéré que la 0-GlcNAc puisse avoir un rôle important sur le 

comportement des cellules béta aux charges en glucose. Les cellules non traitées par la STZ 

ont un turnover normal et non-bloqué de la 0-GlcN Ac, et ne présentent pas cette forte mort 

cellulaire. 

iii-Le glucose est-il une source de 0-GlcNAc dans les cellules béta? Rôle 

dans la toxicité des cellules béta, rôle apoptotique ? 

L'effet combiné du glucose et de la STZ stimule la 0-Glycosylation de la pl35 dans 

les cellules béta (Konrad et al, 2000). Cet effet du glucose sur la 0-glycosylation de la p135, 

est bloqué par l'inhibition de la GF AT (glutamine : fructose-6-phosphate ami do transférase), 
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suggérant qu'une partie du glucose plasmatique entrant dans les cellules béta par le 

transporteur GLUT2 puisse former l'UDP-GlcNAc par la voie de synthèse des hexosamines 

(c'est à dire via la glucosamine ). 

Han et al, 2000 ont démontré sur une protéine du pore nucléaire, p62, que le taux de 0-

GlcNAc de p62 dépend directement de la concentration en glucose ou en glucosamine (mais 

pas en galactosamine ni en mannosamine). 

Liu et al, 2000 ont montré que le taux de 0-GlcNAc dans les cellules béta augmentait en 

réponse à l'hyperglycémie et que cette augmentation était rapidement réversible lorsque la 

glycémie revenait à un niveau normal dans des cellules béta non-pathologiques. Sans infusion 

de glucose, la STZ n'induit pas d'augmentation de 0-GlcNAc, alors que l'infusion de glucose 

concomitante au traitement à la STZ augmente la 0-N-Acétylglucosaminylation et cette 0-

GlcNAc ne diminue pas après retour à une glycémie normale (normo-glycémie). Ceci aboutit 

finalement à la mort cellulaire. Les mêmes auteurs ont utilisé une souris transgénique dans 

laquelle le métabolisme du glucose en glucosamine est bloqué (Knock out de la GF AT). Chez 

ces souris, la mort cellulaire induite par la STZ n'est obtenue qu'après infusion de 

glucosamine mais plus après infusion de glucose : il existe donc une connexion directe entre 

le métabolisme du glucose en glucosamine et la mort des cellules béta. Ainsi 1 'utilisation 

d'une partie du glucose serait d'une importance vitale pour la formation de la 0-GlcNAc des 

protéines intracellulaires et pour l'adaptation des cellules béta aux fortes charges en glucose. 

Comme les cellules béta normales ont un turnover rapide de la 0-GlcNAc, il n'y a pas de 

réponse apoptotique accrue, sauf si on utilise la STZ en co-incubation avec le glucose ou la 

glucosamine : celle-ci bloque le cycle 0-N-Acétylglucosaminylation/dé-0-N­

Acétylglucosaminylation par inhibition de la 0-N-acétylglucosaminidase et résulte in vivo en 

une accumulation de protéines 0-N-Acétylglucosaminylées. 

Nous avons vu plus haut que de nombreux facteurs de transcription sont modifiés par la 0-

GlcNAc. Or la stabilité de Spi vis-à-vis du protéasome est dépendante de sa 0-GlcNAc: dans 

des conditions de déplétion en 0-GlcNAc, Spl est rapidement dégradé par le protéasome, 

alors qu'un traitement par la glucosamine prévient cette dégradation. Ainsi des changements 

de la 0-GlcNAc sur Spl, et peut-être sur d'autres facteurs de transcription, pourraient 

influencer la transcription de certains gènes. La réponse en 0-GlcNAc au glucose pourrait 

réguler, via les facteurs de transcription appropriés, 1' expression de certains gènes des cellules 

béta impliqués dans l'hypertrophie cellulaire ainsi que d'autres gènes impliqués dans la 

réponse apoptotique (comme p53). Il serait alors intéressant de connaître les substrats (entre 

autres les facteurs de transcription), de I'OGT, impliqués dans cette réponse apoptotique. 
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En conclusion, la voie de biosynthèse de la 0-GlcNAc à partir du glucose plasmique a pu être 

tracée (figure 9) et l'étude des effets combinés de la STZ et du glucose sur l'augmentation de 

la 0-N-Acétylglucosaminylation et sur l'augmentation de la mort cellulaire des cellules béta, 

devraient nous éclairer sur le mécanisme par lequel 1 'hyperglycémie cause ses effets chez les 

diabétiques de type 2. 

Récemment, Chang et al, 2000 ont démontré que la GF AT était régulée par la 

protéine kinase A (pK-A), qui est une kinase AMPc dépendante. L'activation de l'adénylate 

cyclase par la forskoline résulte en une diminution de la 0-GlcNAc par activation de la pK-A 

et une inhibition de la GFAT. Cette inhibition de la synthèse de la 0-GlcNAc peut être 

compensée par une exposition des cellules à la glucosamine mais pas par une exposition au 

glucose (on contourne la GF AT). On sait ainsi que la GF AT est une enzyme pouvant être 

inhibée par la pK-A (diminution de l'UDP-GlcNAc nécessaire à la synthèse d'O-GlcNAc). 

La voie de biosynthèse de la 0-GlcNAc à partir du glucose est schématisée et résumée sur la 

figure 9. L'intervention de la forskoline et la STZ y sont représentées. 
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Figure 9- Schéma de la biosynthèse de la 0-GicNAc à partir du glucose, dans les cellules 
pancréatiques béta 
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Phosphorylation-glycosylation balance for cytosolic and nuclear glycoproteins 

I- Résultats 

L' étude de l'effet de l' acide okadaïque sur les niveaux de 0-GlcNAc dans une lignée 

cellulaire de neuroblastome a constitué notre premier travail lors de notre arrivée dans le 

groupe du Dr Jean-Claude MICHALSKI. Nous avons bénéficié pour cette étude d' une 

collaboration avec le Dr Marie-Laure CAlLLET-BOUDIN de l'équipe iNSERM (U422) 

dirigée par le Dr André DELACOURTE. 

Ce travail a fait l'objet d' une publication dans Biochirnica et Biophysica Acta. 

Ce travail a consisté en l'étude de la balance phosphorylation/0-N­

Acétylglucosaminylation dans une lignée cellulaire de neuroblastome. Notre stratégie a 

consisté à utiliser un inhibiteur de phosphatases à large spectre (Figure 0) : l'acide okadaïque 

(AO). S' il existe une compétition directe entre la phosphorylation et la 0-N­

Acétylglucosaminylation sur les mêmes résidus de sérine et thréonine de certaines protéines, 

l ' utilisation de l'AO devait diminuer le taux de 0-GlcNAc de ces mêmes protéines par 

blocage des protéines sous leur forme phosphorylée. 

Acide okadaïque 

e~IDI'-G/cNA< : 
Phosphatase peptide f3 -N-Acétylglucosuminyltransjerase 

UDP-GicNAc 

Protéine 0-GicNAc-Protéine 

ADP ATP Gklv'Ac H20 

Kinase 0-G/cNA c j3-N-Acétylglucosarnimdase 

Figure 0- Stratégie employée pour l'étude de la balance pbosphorylation/0-GicNAc 
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L' AO se prête particulièrement bien à ce type d'étude en culture cellulaire puisque sa nature 

hydrophobe lui permet de pénétrer dans les cellules. Les neuroblastomes ont été incubés avec 

cet inhibiteur de phosphatases à une concentration de 0.25 J..I.M pendant une durée de 4 heures. 

Les cellules ainsi traitées ont été soit homogénéisées, soit fractionnées en compartiments 

cytosolique et nucléaire. 

Différentes approches nous ont permis de suivre l'évolution de la 0-GlcNAc après 

traitement par 1' acide okadaïque : (i) notre premier outil a été la lectine extraite du germe de 

blé, la WGA (Wheat Germ Agglutinin) afin d'identifier les protéines à GleNAc terminale. La 

seconde approche (ii) a été de marquer les cellules avec différents radiomarqueurs : la 

[
14C]glucosamine afin de suivre l'évolution de la glycosylation, le e 3P]orthophosphate pour 

suivre l'évolution de la phosphorylation, et enfin la e 5S]Met/Cys pour vérifier qu'au cours du 

traitement par l'acide okadaïque il n'y a pas d'inhibition de la synthèse protéique. La 

troisième approche (iii) a été de faire après le fractionnement cellulaire, un marquage in vitro 

des résidus de GleNAc avec de l'UDP-eH]galactose et de la galactosyltransférase bovine. 

Afin de nous assurer que la glycosylation affectée par le traitement par l' AO était 

effectivement la 0-GlcNAc, plusieurs contrôles ont été nécessaires. Premièrement une 

digestion systématique des échantillons avec la PNGase F, une enzyme déglycosylant 

spécifiquement les N-glycannes, a été effectuée. Le deuxième contrôle a consisté à vérifier 

que la WGA reconnaissait bien la 0-GlcNAc. Pour cela nous avons utilisé en parallèle une 

deuxième lectine, la PNA (PeaNut Agglutinin) spécifique des 0-Glycannes qui ont une 

localisation cellulaire différente de celle de la 0-GlcNAc exclusivement cytosolique et 

nucléaire (on retrouve majoritairement les 0-glycannes dans les membranes, le milieu 

extracellulaire, le RER et le Golgi). Un deuxième contrôle de spécificité de la WGA a 

consisté à inhiber cette lectine par incubation concomitante avec 0.2 M de GleNAc. La 

dernière vérification a été de voir si la diminution de la 0-GlcNAc sur nos protéines après 

traitement par l' AO n'était pas la conséquence d'une diminution du pool intracellulaire 

d'UDP-GlcNAc, le donneur de GleNAc pour la formation de la 0-GlcNAc. 

Les premiers travaux ont été réalisés sur des homogénats totaux de neuroblastomes 

(cellules Kelly), de cellules épithéliales (cellules HeLa) et de cellules Cos (figure 1 ). 

Ces études ont montré qu'il y avait pour certaines protéines des différences de fixation de la 

WGA après traitement des neuroblastomes par l' AO. Aucune différence n'a été enregistrée 
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avec les cellules HeLa, tandis que pour les cellules Cos, une bande de masse moléculaire 

voisine de 90 k.Da avait son taux de glycosylation diminué après traitement par l ' AO. Sur les 

neuroblastomes, bien que la fixation de la WGA soit restée inchangée sur certaines protéines 

après traitement par l' AO, d'autres protéines et notamment une protéine de 55 kDa avaient 

leur glycosylation diminuée. De plus, ces protéines ont souvent une augmentation de leur 

masse moléculaire en SDS-PAGE (« shift » de masse vers les hautes masses moléculaires), 

correspondant à l'hyperphosphorylation induite par le traitement par l' AO. Ce phénomène est 

retrouvé pour les neuroblastomes avec notamment la protéine de 55 kDa et dans les cellules 

Cos (avec la protéine de 90 kDa). 

Nous avons poursuivi ce travail sur les cellules Kelly. Après traitement par l' AO, les 

cellules Kelly ont été sujettes à un fractionnement cellulaire (ceci est vrai pour toutes les 

expériences qui vont suivre). La WGA a été utilisée sur les préparations cytosolique et 

nucléaire de ces cellules. Nous avons retrouvé les mêmes changements de fixation de la WGA 

sur les mêmes protéines que dans 1 'homogènat total mais avec une diminution accrue de la 

fixation de la WGA dans le noyau (Figure 2). 

Notre deuxième stratégie a été d' effectuer un marquage métabolique à la 

[
14C]glucosamine afin de suivre l'évolution de la glycosylation, à l'e3P]orthophosphate pour 

suivre l' évolution de la phosphorylation, et enfm à la e 5S]Met/Cys, en absence et en présence 

d 'acide okadaïque (Figure 3). 

Nous avons constaté une augmentation de l'incorporation de e3P]orthophosphate 

concomitante à une diminution de l'incorporation de e4CJglucosarnine dans les 

compartiments cytosolique et nucléaire après traitement des cellules Kelly par l' AO (Figures 

4 et 5). Il est intéressant de noter que le taux de e 5S]Met/Cys augmente dans le cytosol 

(augmentation de la synthèse protéique) et diminue légèrement dans le noyau (cette remarque 

nous a laissé suggérer que l 'hyperphosphorylation/hypoglycosylation des protéines pouvait 

être un critère de rétention cytosolique, et/ou de diminution du transport nucléaire de ces 

protéines cytosoliques). Ainsi il semble qu'il existe pour certaines protéines une corrélation 

entre la phosphorylation et la 0-N-Acétylglucosaminylation: l'état hyperphosphorylé de 

certaines protéines coïncide avec l'état hypoglycosylé de ces mêmes protéines. (Figure 6). 

Enfin le transfert de eHJGalactose après le fractionnement cellulaire montre là aussi 

une diminution de glycosylation dans les deux compartiments (Figure 7). 

Pour cette étude, un dosage du pool intracellulaire d'UDP-GlcNAc s'est avéré 

nécessaire. En effet il fallait démontrer que dans cette étude, l' AO jouait bien son rôle au 

niveau de la phosphorylation des protéines elles-mêmes et qu'il ne faisait pas décroître le taux 
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d'UDP-GlcNAc (donneur de GleNAc nécessaire à la glycosylation des protéines par la 0-N­

Acétylglycosaminyltransférase) (Figure 8). Ainsi il s'est avéré qu'après traitement par l'AO 

ce pool ne diminuait pas (il avait même tendance à augmenter), ce qui nous a permis de 

conclure que la diminution de 0-GlcNAc après traitement par l' AO n'était pas due à une 

diminution de l'UDP-GlcNAc. 

En conclusion, dans ce travail, nous avons démontré, en utilisant un inhibiteur de 

phosphatases, qu'il existait au niveau de neuroblastomes, une compétition entre la 

phosphorylation et la 0-N-Acétylglucosaminylation sur des mêmes sites ou des sites voisins. 

Cette diminution de la 0-GlcNAc est due à une augmentation de l'occupation des sites par la 

phosphorylation, mais pas à une diminution du pool intracellulaire d'UDP-GlcNAc. 
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1- Abstract 

0-link.ed-N-Acetylglucosamine (0-GlcNAc) is a major form of post-translational 

modification found in nuclear and cytoplasmic proteins. Several authors have advanced the 

hypothesis according to which phosphorylation and 0-GlcNAc glycosylation are reciprocally 

related to one another [1-2]. In order to test this hypothesis we have investigated the effect of 

a broad spectrum phosphatase inhibitor, okadaic acid (OA) generally used to induce proteins 

hyperphosphorylation, on the GleNAc content of cellular glycoproteins. We demonstrate that 

in neuronal cells lines OA decreases the level of 0-GlcNAc in both nuclear and cytoplasmic 

proteins with a greater effect in the nuclear fraction. This phenomenon was demonstrated by 

the use of three different procedures for the detection of 0-GlcNAc in conjunction with a 

systematic treatment with PNGase F. 0-link.ed GleNAc was characterized using respectively 

lectin staining with WGA, galactosyltransferase labeling and metabolic labeling of cultured 

cells with eH]glucosamine. Although the effects on individual proteins varied, a less 

pronounced effect was observed on HeLa or COS cells total homogenates. When Kelly cells 

were treated with OA, the major observation was a decrease in 0-GlcNAc content of nuclear 

proteins. The measurement of the UDP-GlcNAc level clearly demonstrates that the decrease 

on the 0-GlcNAc level in the neuroblastoma cellline after treatrnent with okadaic acid is not 

a consequence of the modification of the UDP-GlcNAc pool. 

Key words: cytosolic and nuclear glycoproteins, 0-GlcNAc, phosphorylation, okadaic acid, 

nuclear translocation. 
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2- Introduction 

It is now well established that a number of cytosolic and nuclear proteins undergo 

post-translational modification by addition of a single GleNAc residue 0-glycosidically 

linked to the side-chain hydroxyl of serine and threonine residues [3-5]. Although the exact 

functions of this modification remain to be established, many lines of evidence suggest that 

this type of glycosylation is dynamic and in particular it has been speculated to function as an 

alternative cellular signalling pathway to phosphorylation [1, 2]. This hypothesis is supported 

by the finding that 0-GlcNAc bearing demains on certain proteins have been demonstrated to 

coïncide with known sites of phosphorylation [6-8]. Direct evidence for competition between 

0-GlcNAc and phosphorylation was recently demonstrated for threonine-58 of c-myc, a 

known glycogen synthase kinase-3 phosphorylation site, which is also modified with 0-

GlcNAc [9]. Among proteins undergoing 0-GlcNAc modification are account severa! 

neuronal proteins such as neurofilarnents [8], microtubule-associated protein Tau [10], or B­
amyloid precursor [11]. These proteins are also known to be phosphorylated. Selective 

inhibitors of protein kinases and phosphatases have been extensively used to modulate the 

level of phosphate on proteins. In particular, okadaic acid (OA) a well-known phosphatase 

inhibitor, has been used to increase the phosphate level on proteins [12], but its effect on 0-

GlcNAc protein modification has not yet been investigated. Recently, it has been 

demonstrated that an inhibitor of 0-GlcNAc-B-N-acetylglucosaminidase, 0-(2-Acetamido-2-

deoxy-D-glucosaminopyranosylidene) amino-N-phenylcarbamate (PUGNAc), was able to 

induce a 2-fold increase of 0-glycosylation in the human colon cancer cells HT29, resulting 

in a reciprocal decrease ofphosphorylation. Other celllines were tested (NIH 3T3, CV-1 and 

HeLa) and were also affected by PUGNAc although the effects on HeLa cells were minimal 

[13]. In the present study we address the question of what would be the effect of a 

physiological drug affecting phosphorylation on 0-GlcNAc level of cytosolic and nuclear 

proteins. Okadaic acid (OA) [14-16] was found to decrease 0-GlcNAc glycosylation in Kelly 

cells, a neuroblastoma cellline; in contrast no apparent effect was appreciable with a human 

uterus cervix cancer cell-line (HeLa) or SV 40 virus transformed CV -1 cells (COS). 
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3- Materials and methods 

i- Cell Culture 

Kelly, human neuroblastoma cell, were maintained in RPMl 1640 medium 

supplemented with 10% fetal calf serum (Boehringer), 50 lU/ml penicillin, 50 J.lg/ml 

streptomycin (Sigma), 2 mM glutamine (Life Technologies). 

HeLa (human uterus cervix cell line) and COS cells (SV 40 virus transformed CV -1 

cells) were maintained in Dulbecco's Modified Eagle's Medium supplemented with 10% fetal 

calf serum, 50 lU/ml penicillin, 50 J.lg/ml streptomycin, 2 mM glutamine. 

Cells were grown to 80% confluency and treated with 0.25 J.I.M Okadaic Acid 

(Sigma) for 4 hours as described by Dupont-Wallois et al., 1995 [16]. 

ii- Cell fractionation 

Cell pellet was washed in phosphate buffered saline (20 mM phosphate, 150 mM 

NaCl pH 7.5) and then resuspended in PBS containing 500 J.lg/ml digitonin and proteases 

inhibitors (lmM PMSF and 5J.lg/ml of leupeptine and pepstatine - Sigma) and incubated for 

10 min at room temperature as described by Kearse and Hart, 1991 [1]. After centrifugation at 

1 000 g for 1 0 min at 4 °C, the supematant corresponding to the cytosoluble material and the 

pellet containing nucleus and membranous fraction were separated. According to Bronfman et 

al., [17] at the digitonin concentration used in this study (0.4 mM final concentration) the 

cytosoluble fraction is free of membrane fragments. The pellet was washed twice in PBS and 

membranes were solubilized by incubation in 0.5 % [v/v] Triton X100 diluted in PBS. 

Nucleus were collected by centrifugation at 2000 rpm for 10 min, washed twice in PBS and 

solubilized in buffer H (50 mM Hepes, 500 mM NaCl, 2% (v/v) Triton X100 and proteases 

inhibitors). 

iii-Radioactive labelling 

To label proteins with e3P]orthophosphate or e5S]Met/Cys, cells were washed and 

then maintained fifteen minutes in phosphate or Met/Cys depleted medium bef ore adding 100 

J.!Ci/ml e3P]orthophosphate (Amersham) or 50 J.1.Cilml e5S]Met/Cys (Pro-Mix™ in vivo cell 
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labeling mixture, Arnersham) respectively. Glucosamine radioactive labelling was done by 

addition of 5 11Ci/ml [14C]glucosamine added in fresh medium. 

The prelabelling experiment consisted to label the cells during 1 hour just before 

okadaic acid treatment. The cells were then washed with fresh medium free of radioactivity 

before adding 250 nM OA during 4 hours. 

iv-Labeled galactose transfer on GleNAc residues with galactosyl 

transferase 

Galactosyltransferase is a specifie and sensitive probe frequently used in the 

detection of 0-GlcNAc on cytosolic and nuclear proteins [1, 18]. Cytosolic and nuclear 

fractions were added to an equal volume of sample buffer (56.25 mM Hepes, 11.25 mM 

MnCb, 250 mM galactose and 12.5 mM AMP) with proteases inhibitor. (lmM PMSF and 

5!-lg/ml of leupeptine and pepstatine - Sigma) 0.025 U of bovine milk GleNAc P-1, 4-

galactosyltransferase (Sigma) and 5 f.lCi ofUDP-[6-3H]Gal (Arnersham) were finally added to 

initiate the reaction. The samples were incubated at 3 7°C for 2 hours. 

v- Radioactivity counting 

Radioactivity was measured on 10 111 samples, precipitated by 10% trichloroacetic 

acid with 1 mg/ml BSA at 4°C. For counting of [14C]Glucosamine and eH]Galactose samples 

were prealably treated with PNGase F (BioLabs) according to the manufacter's kit 

recommendation. 

For each sample, the cpm numbers were calculated per mg of proteins. Proteins 

were assayed with the Bio Rad mi croassa y procedure according to the manufacturer' s 

protocol. Radioactive labelling of okadaic acid treated samples was compared to the control 

ones. 

vi-Polyacrylamide gel electrophoresis, western blotting and PNGase F 

treatment 

The radiolabeled proteins were separated on SDS/PAGE [19], coomassie blue 

stained, dried under vacuum and then exposed on Biomax film. Before electrophoresis, the 

radiolabeled samples with [14C]Glucosamine were treated with PNGase Fas describe above. 
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The non-radioactive samples were resolved on 10 % SDS/P AGE. Then, proteins 

were electrophoretically transferred onto nitrocellulose membrane (Schleicher & Schuell). 

Blots were saturated in 3% BSA in TBS-Tween (15 mM Tris, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) 

Tween) for 45 min and washed three times for 15 min with TBS-Tween [20]. PNGase F 

treatment which specifically release N-linked oligosaccharides was directly performed by 

incubation of the nitrocellulose sheets in 5 ml Phosphate Buffer (pH 7.5-50 mM) containing 

2500 units PNGase F overnight. Horseradish peroxidase labelled Wheat Germ Agglutinin was 

incubated in TBS-Tween (Ill 0.000) for 1 hour. Blots are washed 3 times in TBS-Tween for 

15 minutes and detection was done with the ECL Western blotting detection reagents 

(Amersham). 

To control Wheat Germ Agglutinin specificity and avoid non-specifie lectin binding, 

experiments were performed in which 0.5 M free N-Acetylglucosamine was added together 

with WGA for 1 hour. Moreover since WGA is also known to recognise sialic acid residues, 

control experiments were done on glycoprotein samples previously chemically desialylated 

with pH 2.0 formic acid solution. 

vii- UDP-GlcNAc level assay 

Cytosolic fractions were passed over a 1 ml Dowex AG 1-X2 (HCOo· form) 

column. The column was washed with 5 ml HzO, and then acidic material including UDP­

GlcNAc was eluted with 600mM ammonium formiate pH4.0. The acidic fraction was 

evaporated under vacuum and then analyzed for its UDP-GlcNAc content by anion-exchange 

HPLC using a Spectra Physics HPLC system consisting of a Supelcosyl LC-SAX column 

250x4.6mm (Supelco, lnc, Bellefonte, USA), a SP8800 pump, a Spectra 100 detector and a 

Chromjet integrator. 100% HzO (solvent A) was passed over the column for 15 min followed 

by a linear gradient for 30 min to 5% KH2P04 (of a 500mM sol vent B stock solution) increase 

to 40% KHzP04 for 10 min and return to the initial conditions in 5 min (100% HzO). Peaks 

were identified by comparison of their retention times to authentic UDP-GlcNAc sample and 

by co-injection of UDP-GlcNAc standard. Quantification was made by peak integration after 

calibration with UDP-GlcNAc increasing concentrations. 

Résultats et travaux personnels 57 



Phosphorylation-glycosylation balance for cytosolic and nuclear glycoproteins 

4- Results 

i- Okadaic acid effect on total homogenate 

Three cell lines were used to test the effect of OA on cellular proteins : human 

neuroblastoma cells (Kelly), human epithelial cells (Hela) and monkey transformed kidney 

cells (COS). Treatment with OA was performed as described under Materials & Methods. 

After treatment, cells were homogenised and proteins analyzed by SDS-P AGE. After de-N­

glycosylation by PNGase F, glycoproteins were stained according to their terminal GleNAc 

content using WGA-peroxydase conjugate (Fig. 1 A). WGA is known to recognise terminal 

GleNAc, clusters beared by glycoproteins. In order to assess the eventual presence of GleNAc 

containing 0-Glycans other than 0-GlcNAc-serine/threonine a PNA staining was performed 

as a control. PNA lectin reacts specifically with the GalNAc-serine sequence present in most 

0-Glycans (Fig.l B). 

While no modification m the electrophoretic pattern was observed after PNA 

staining, two types of changes in electrophoretic pattern of glycoproteins were observed for 

the neuronal cellline after WGA staining (arrows), but no significant modification in the 

electrophoretic pattern was detected for the epithelial celllines (HeLa) and COS cells except 

for an approximately 90 kDa protein in the COS cells (arrow). A migration shift was observed 

in the higher molecular weight for sorne glycoproteins in Kelly cells and which may certainly 

be related with an hyperphosphorylation content of those proteins after phosphatases 

inhibition by okadaic acid [15, 16, 21]. Moreover, a decrease in the WGA staining is also 

remarkable for sorne other proteins, mostly glycoproteins with an apparent molecular weight 

over 55 kDa. 

This study indicates that: 

1- In neuronal cell phosphorylation and 0-linked terminal GleNAc glycoprotein could 

occur on the same proteins 

ii- For sorne of these glycoproteins okadaic acid treatment affects both phosphorylation 

and 0-linked terminal GleNAc content 

iii- This phenomenon is less pronounced in epithelia derived cells (COS, HeLa) 

iv- This phenomenon doesn't seem to affect GalNAc containing 0-glycans smce no 

modification 1s observed for PNA stained glycoproteins. 
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Figure 1- Okadaic acid effect on total homogenate Three celllines, respectively neuroblastoma cells (Kelly), 
Hela and COS (CV-1 cells transformed by SV40) were treated by okadaic acid as described in Material & Methods. 
After treatment, cells were homogenised and proteins analysed by SDS-PAGE (10%) and electroblotted on 
nitrocellulose sheet. After de-N-glycosylation by PNGase F and desialylation with formic acid, glycoproteins were 
stained according to their 0-glycosylated terminal GleNAc content using WGA-peroxidase (A) or their 0-
glycosylated terminal GalNAc content using PNA-digoxigenin (B). Ctrl- control, OA- treatment with okadaic acid for 
4 hours. 
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Figure 2- Subcellular location of 0-GicNAc-linked proteins in Kelly cells Kelly cells were further used to 
more clearly establish the change in 0-GlcNAc content induces by okadaic acid treatment. In a fust experiment, after 
homogenisation, subcellular fractionation was performed in order to obtain, a cytosoluble, a nuclear and a membrane 
fractions respectively. Nuclear and cytosolic fractions were separately analysed for 0-GlcNAc containing 
glycoproteins (A) and according to their GalNAc containing 0-glycans (B) as previously described in Fig. 1. The 
protein loading was normalized in each Jane after ponceau red staining. To verify the specificity of the wheat germ 
agglutinin, control was done with 0.5 M free GleNAc (C). C- control, OA- treatment with okadaic acid for 4 hours. 

Résultats et travaux personnels 59 



Phosphorylation-glycosylation balance for cytosolic and nuclear glycoproteins 

ii- Subcellular location of 0-linked terminal GleNAc proteins in Kelly cells 

Kelly cells were further used to more clearly establish the change in 0-linked 

terminal GleNAc content induced by okadaic acid treatment. In a first experiment, after 

homogenisation, subcellular fractionation was performed in order to obtain respectively, a 

cytosoluble, a nuclear and a membrane fractions. Nuclear and cytosolic fractions were 

separately analysed for 0-linked terminal GleNAc containing glycoproteins as previously 

described (Fig. 2). 

Differences in the migration profile similar to that described be fore in the case of the 

crude homogenate are observed in the two subcellular compartments. Three major differences 

were found: 

Sorne proteins (1) just present a lower electrophoretic migration corresponding to an 

apparent higher molecular weight ; as previously reported for total homogenate this 

phenomenon may derived from an increase in the phosphorylation status of the protein. 0-

GlcNAc and phosphorylation could occur on different sites of proteins and may not be al ways 

reciprocal. 

More interestingly, sorne other proteins are stained less intensively (2) or no more 

stained at ali (3) by the WGA upon okadaic acid treatment. This last observation supports the 

idea [1, 2] that 0-GlcNAc glycosylation and phosphorylation occur on the same or nearby 

serine/threonine residues in sorne glycoproteins. Dephosphorylation blockage by okadaic 

acid, seems to inhibit the further addition of GleNAc. 

Since 0-GlcNAc glycosylation is known to occur in the cytosol, the absence of 

peculiar glycoprotein containing 0-GlcNAc in the nucleus after okadaic acid treatment may 

account for a specifie role of 0-GlcNAc in nucleus import of cytosolic proteins as previously 

suggested by Duverger et al. [22-24]. 

iii- Study of GleNAc incorporation on glycoproteins after okadaic acid 

treatment 

In order to follow the time course and the extent in GleNAc incorporation on 

cytosolic and nuclear glycoproteins, three types of labelling were performed. The 

e4C]GlcNH2 was used to follow 0-N-Acetylglucosaminylation, e3P]orthophosphate to follow 
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Figure 3- Prelabelling experiment Before treatment with okadaic acid for four hours, Kelly cells were radiolabelled 
separately with C3P]orthophosphate, [14C]Glucosamine and C5S]Cys/Met for 1 hour. 
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Figure 4- Prelabelling experiment Kelly cells were labelled for 1 hour with the different radioactive precursors. The 
C3P]orthophosphate was used to follow the phosphorylation (A), [14C]GlcNH2 was used to follow 0-N­
Acetylglucosaminylation (B) and C5S]cysteine/methionine to follow the protein synthesis process (C). After labelling, cells 
were washed with fresh medium and okadaic acid was introduced in the culture medium and cells further cultivated for 4 
hours. Then they were fractionate in cytosolic and nuclear compartments. Proteins were precipitated with Trichloroacetic 
ac id 10% and filtrate under vacuum. Grey, control and black, OA treatment 
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the phosphorylation process and e5S]Cys/Met was used to follow the protein synthesis. This 

strategy was used to know (fig. 3) the influence of okadaic acid on the incorporation of 

[
14C]GlcNH2, e3P]orthophosphate and e5S]Cys/Met. 

In order to improve the becoming of 0-GlcNAc after okadaic acid treatment, cells 

were labelled for 1 hour with the different radioactive precursors. After washing, okadaic acid 

was introduced in the culture medium and cells further cultivated for 4 hours. In this type of 

experiment we can determine the fate of the prelabelled proteins (0-N­

Acetylglucosaminylated proteins, phosphorylated pro teins) upon okadaic acid treatment. 

Fig. 4 illustrates the incorporation of the differents isotopes. Okadaic acid treatment 

induces an increase in the phosphate level (fig. 4A) of both cytosolic and nuclear proteins 

consistent with a phosphatase inhibition. As a result of OA treatment, proteins were not 

dephosphorylated and phosphorylated proteins accumulate in the different cellular 

compartments. In contrast, the content of 0-GlcNAc residues decreases following OA 

treatment (fig 4B). Blocking dephosphorylation seems to favour the elimination of 0-

GlcNAc residues. Furthermore the decrease of 0-GlcNAc content was more pronounced in 

the nucleus than in the cytoplasm (53% of decrease for 0-GlcNAc in the nucleus for just 15% 

in the cytosol). This increase in phosphate content is correlated with a decrease in 

glucosamine incorporation, which is predominant in the nucleus. On the basis of e5S]Cys/Met 

labelling, it may be deduced that okadaic acid increases the protein stability. Mainly, the 

cytosolic level is twice the control value but no change in the protein content is observed for 

nuclear proteins. This result may be interpreted in two ways : i) an increase of cytosolic 

proteins half-life induced by okadaic acid, in this respect one may speculate that 

hyperphosphorylation increase protein stability or 0-GlcNAc may also serve as a degradation 

signal for cytosolic proteins, ii) the second interpretation is that after OA treatment, proteins 

can no more reach the nucleus and are retained in the cytosol. 

Fig. 5 shows the autoradiogramms corresponding to labeling experiments. The 

results corroborate the quantification values presented in Fig. 4. Briefly an increase in 

phosphate incorporation is observed in cytosol and nucleus in okadaic acid treated extracts. 

Résultats et travaux personnels 62 



Phosphorylation-glycosylation balance for cytosolic and nuclear glycoproteins 

Cyt Nucl Cyt Nucl Cyt Nucl 

Mr(kDa) Ctrl OA Ctrl OA Ctrl OA Ctrl OA Ctrl OA Ctrl OA 

116-

84-

66-

45-

36-

[33P]Phosphate [35S]Cys/Met 

Figure 5- Autoradiograms of the differents prelabeHing experiments For the [14C]Glucosamine prelabelled proteins 
were treated with PNGaseF. The differents prelabelled proteins were separated on a 10% SDS-PAGE gel, coomassie blue 
stained, dry under vacuum and expose to Kodak film. 
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For sorne individual proteins (arrowed on the Fig. 5) we can observe a decrease in the 

C4CJGlcNH2 incorporation after OA treatment, matched by an opposite increase in the 

e3P]orthophosphate labeling, reinforcing the idea of the balance between 0-N­

Acetylglucosaminylation and phosphorylation. The difference in [14C]GlcNH2 incorporation 

after OA treatment is confirmed, this phenomenon is particularly intense for nucleus proteins. 

Moreover the difference in [14C]GlcNH2 incorporation is restricted to high molecular weight 

proteins, no difference is observed for proteins with apparent molecular weight under 50k.Da. 

An increase on e5S]Cys/Met incorporation is observed after OA treatment in the 

cytosolic compartrnent, which confirms the absence of protein synthesis level modification 

during the treatment. 

To consider changes in the protein level in Fig. 4C, the labelling experiment values 

were reexpressed as 33P 1 35S, 14C 1 35S and 33P 1 14C ratios in Fig. 6 respectively. This 

presentation of the data confirmed the increase of phosphorylation level and the decrease of 

0-GlcNAc content in both cytosolic and nuclear compartments. The ratio of 33PP5S (fig. 6A) 

to 14CP5S (Fig. 6B) is in accordance with the ratio 33P/14C (Fig 6C) for a determinate amount 

of proteins. In this way, we showed a clear increase of phosphorylated proteins when 

compared to 0-GlcNAc content in both cytosol and nucleus. We could also add that for newly 

synthetized proteins we have approximately the same decrease in the 0-GlcNAc content for 

the cytosolic proteins (62% decrease) that for the nuclear protein (47%) after okadaic acid 

treatment. 

The decrease in GleNAc content is a reflect of the decrease in acceptor sites for 0-

GlcNAc glycosylation. Both results are in favour of a "balance" between phosphorylation and 

glycosylation, the same serine/threonine residues being altematively substituted either by 

phosphate or GleNAc. Alternatively the presence of phosphate may impair the glycosylation 

of Ser/Thr nearby. Moreover, the decrease of GleNAc content in the nucleus after okadaic 

acid treatment could suggests that 0-GlcNAc addition in cytosol may serve as a signal for 

nuclear translocation of specifie proteins. 
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Figure 7- Labelling with galactosyl transferase Okadaic acid was introduced in the culture medium and Kelly 

cells were cultivated for 4 hours. Then they were fractionated into cytosolic and nuclear compartments, proteins 

were labelled with galactosyl transferase and treated with PNGase F. Proteins were precipitated with Trichloroacetic 

acid 10% and filtrate under vacuum. Grey, control and black, OA treatment 
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iv- eH] Galactose labelling with Galactosyltransferase 

In order to verify that the decrease of [14C]Glucosamine incorporation after treatrnent 

with okadaic acid corresponds to a decrease of GleNAc content and not of GalNAc or sialic 

acid, we realise a galactose transfer on the cytosolic and the nuclear fractions using 

galactosyltransferase as described under materials and methods according to Kearse and Hart 

[ 1]. 

This ex periment confirms the results of the first and the second experiments (Fig. 7). 

[
3H]Galactose labelling decrease both in the cytosolic and the nuclear compartments upon OA 

treatment. These results corroborate the prelabeling experiment : we saw a decrease of about 

1 0% for the cytosol and a greater decrease for the nuclear compartment, 4 7% and a total 

decrease of about 25% after okadaic acid treatment. 

v- UDP-GlcNAc level assay 

In order to verify that the decrease of the 0-GlcNAc level after treatrnent with 

okadaic acid is not a consequence of a decrease in the cytosolic UDP-GlcNAc precursor pool, 

the soluble UDP-GlcNAc level was measured before and after OA treatrnent as described 

under Materials and Methods. Fig. 8 illustrates the HPLC diagrams obtained. UDP-GlcNAc 

concentrations were estimated to 4.94!-lg per flask for control cells (B) and 6.06!-lg per flask 

after okadaic acid treatrnent (C). As a consequence the difference in the UDP-GlcNAc pool 

level is not significant enough to explain a modification in the glucosaminyltransferase 

activity. Nevertheless a modification in glucosaminyltransferase catalytic parameters induced 

by OA and independent from phosphorylation cannot be completely excluded. 
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Ao 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 Time (min) 

UDP-GlcNAc = 4.931-lg/flask 

B 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 Time (min) 

UDP-GlcNAc = 6.061-lg/flask 

co 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 Time (min) 

Figure 8- UDP-GicNAc precursor pool measurement Cytosolic fractions of Kelly cells were previous 
passed over a 1 ml Dowex AG l-X2 (HCoo· forrn) colurnn, washed with 5 ml H20, and then UDP-GlcNAc 
was eluted with 600mM ammonium-formiate pH4.0. The acidic fraction was evaporate under vacuum and then 
analyzed for their UDP-GlcNAc content using a SAX analytical anion-exchange column on a Spectra Physics 
HPLC system. A- UDP-GlcNAc ; B- control cells ; C- treated cells with OA 
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5- Discussion 

The best characterized example of nuclear and cytoplasmic glycosylation to date is 

that of 0-linked N-Acetylglucosamine (0-GlcNAc) [25]. Since both GleNAc and phosphate 

modify the hydroxyl of serine and threonine, it has been suggested that a competition occurs 

between these two post-translational modifications, as supported by the observation that most 

0-GlcNAc modified proteins are also phosphoproteins [26]. Both phenomenoms are dynamic 

and controlled by the relative activity of the enzymes responsible for addition (kinases and N­

Acetylglucosaminyltransferase) and removal (phosphatases and N-Acetylglucosaminidase) of 

the phosphate and GleNAc residues respectively. In the present report in order to assess the 

hypothesis that protein modifications by 0-GlcNAc and phosphate are reciprocally related, 

we investigate the effect of a broad phosphatase inhibitor (OA) on the 0-GlcNAc content of 

cellular glycoproteins. 

The first observation was changes in the electrophoretic pattern of proteins induced 

by okadaic acid treatment in the neuroblastoma cellline (Kelly). These migration shifts may 

certainly be related with changes in the phosphorylation content of those proteins after 

phosphatases inhibition by okadaic acid [15, 16, 21]. Then we could observe that OA induces 

a severe decrease in 0-GlcNAc content of both cytosolic and nuclear proteins in neuronal 

cells supporting the hypothesis according to which 0-GlcNAc and phosphate are reciprocally 

related to one another. However the relationship of these two types of modifications very 

likely depends on the biologie context and the nature of the protein. In a previous report, 

Chou and Omary [27] describe a reciprocal increase of terminal GleNAc and phosphorylation 

of intermediate filament after treatment of cells with okadaic acid at a concentration which 

induces mitotic arrest. However no appreciable effect on the overall 0-linked terminal­

GleNAc pattern in HeLa and COS cells was observed except for a 90 kDa protein in COS 

cells. This protein could correspond to the Large T -antigen previously described as containing 

0-GlcNAc in a region known to be phosphorylated [7]. These results suggest that the major 

proteins in HeLa and COS cells lines are not affected by changes in 0-GlcNAc levels. Similar 

results were previously obtained by Haltiwanger et al. using a r3-N-Acetylglucosaminidase 

inhibitor (PUGNAc) [13], indicating that PUGNAc effects were minimal on HeLa cells. 

Other studies using streptozotocin, another analogue of N-Acetylglucosamine, demonstrated a 

blockage of the removal of 0-GlcNAc from intracellular proteins in an earl y pancreatic beta 

cell [28]. 
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When we looked specifically at the individual protein level, we observed that 0-N­

Acetylglucosaminylation of sorne proteins remained unchanged after OA treatment both in 

total homogenate and subcellular fractions. For that reason it is likely that there is not 

complete overlap between the glycosylation and phosphorylation sites. 

The phenomenon was further quantified using pulse/chase labelling experiments with 

[
14C]GlcNH2, e3P]Phosphate and e5S]Cysteine/Methionine precursors. The major finding 

was in the decrease of the GleNAc labelling in the nucleus. This observation reinforce 

previous work [22-24] demonstrating that GleNAc acts as a signal for nuclear translocation of 

cytosolic glycoproteins independent of the NLS peptidic signal. As a consequence the nuclear 

translocation or at least the cytosolic retention of specifie glycoprotein could be directly 

related to the 0-GlcNAc /Phosphate balance. 

In opposition to OA which presents a broad inhibition spectrum towards 

phosphatases, kinases are rather specifie and their inhibition requires also specifie inhibitors. 

Nevertheless we speculate that pharmacological manipulation of cells with kinases inhibitors 

may provide opposite effects and mainly an increase in nuclear routing of cytosolic 

glycoproteins. In this respect in a number of cases such as for the transcription factor c-myc 

[29] the site modified by 0-GlcNAc, threonine-58, was found to closely resemble those of 

glycogen synthase kinases (GSK3). For that reason it has been suggested that 0-linked­

GlcNAc addition and phosphorylation by kinases such as GSK-3, may have a common 

denominator: their involvement in transcriptional regulation of glucose metabolism [30]. 

Curiously additively to its inhibition towards phosphatases 1 and 2A, OA was demonstrated 

to act as an inducer of the 78 kDa glucose-regulated protein in brain tumor cells [31]. For that 

reason in addition to the phosphatases inhibition, modification of glucose metabolism in 

neuronal cells may contribute to the protein modification observed. The type of alteration 

induced by OA in brain cells may contribute to three different 0-GlcNAc patterns observed in 

neuronals cells : sorne protein (1) just present a migration shift in the higher molecular weight 

and more interestingly other proteins are under stained (2) or not stained (3) by the WGA 

after okadaic acid treatment. 

It should be also mentioned that brain proteins such as Tau proteins [1 0], 

neurofilaments [8] or neurons proteins [11] have been demonstrated to be extensively 

modified by 0-GlcNAc. An effect similar to that of OA has previously been described after 

mitotic arrest with microtubule destabilizing agents such as nocodazole [32]. 
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BSA, bovine serum albumin ; GleNAc, N-Acetylglucosamine ; GalNAc, N­

Acetylgalactosamine; PBS, Phosphate-buffered saline; TBS, Tris-buffered saline; PNGase F, 

Peptide-N-glycosidase F ; WGA, Wheat germ agglutinin ; PNA, Pea nut agglutinin ; SDS­

PAGE, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis ; AMP, Adenosine 5'­

monophosphate ; UDP-GlcNAc, Uridine diphospho N-Acetylglucosamine 
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III- Arguments supplémentaires à l'étude de la balance phosphorylation/0-N­

Acétylglucosaminylation 

1- Utilisation d'un inhibiteur de Protéine Kinase C: la chélérythrine 

Après avoir utilisé l' AO, un inhibiteur de phosphatases, il était intéressant de faire 

l'expérience inverse, c'est à dire d'utiliser un inhibiteur de kinase. C'est ce que nous avons 

fait en utilisant un inhibiteur de protéine Kinase C, la chélérythrine (Che). Cet inhibiteur a été 

incubé avec les neuroblastomes pendant 2 heures à une concentration de 50 !lM et les cellules 

ont été ensuite fractionnées en un compartiment cytosolique et un compartiment nucléaire. 

Les protéines séparées par électrophorèse en SDS-PAGE 10 %, électrotransférées, et 

traitées par la PNGase F toute la nuit, ont été incubées avec la WGA-péroxydase. Après 

révélation par réaction de chémilumiscence on peut observer, et exclusivement dans le 

cytosol, des bandes révélées par la WGA de masses moléculaires plus basses. Ceci traduit en 

fait une hypophosphorylation des protéines. Ceci renforce les expériences utilisant l'acide 

okadaïque, où le shift de masse se faisait vers les masses de plus haut poids 

(hyperphosphorylation ). 

Cette expérience confirme donc l'existence d'une balance entre la phosphorylation et la 0-N­

Acétylglucosaminylation : avec l' AO, on a un shift vers les plus hauts poids moléculaires et 

une diminution de la fixation de la WGA; avec la Che, on a un shift vers les bas poids 

moléculaires et une augmentation de la fixation de la WGA (Figure 9). 

2- Incorporation d'UDP-rt4CJGlcNAc après traitement par la phosphatase 

alcaline 

Cette expérience met en jeu des matériels biologiques et expérimentaux 

différents de ceux utilisés ci-dessus. Une préparation de 400!-ll de cytosol de foie de rat, 

connue comme contenant la 0-N-Acétylglucosarninyltransférase a été traitée pendant 4 heures 

par la phosphatase alcaline dans IOO!J.l de tampon (5X) Tris/HCl pH9.5, 10 mM d'AMP et un 

cocktail d'inhibiteurs de protéases. Le contrôle correspond exactement aux mêmes 
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Figure 9 - Utilisation de la chélérythrine sur les cellules Kelly. A, coloration des 
protéines au rouge Ponceau et B, révélation par la WGA 
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Figure 10 -Incorporation d'UDP-C4C]GlcNAc sur des protéines cytosoliques du foie de 
rat après traitement par la phosphatase alcaline 
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incubations mais en omettant la phosphatase alcaline. Les préparations ont été ensuite 

dialysées contre un tampon Tris/HCl pH 6.0, puis 0.25 11Ci d'UDP-[ 14C]GlcNAc a été incubé 

avec chacune des préparations. Au bout de 4 heures les protéines ont été précipitées à 1 'A TCA 

10%, filtrées et comptées sur filtre GF/C. La radioactivité mesurée est représentée sur 

l'histogramme de la Figure 10. 

Ainsi on peut observer qu'après traitement par la phosphatase alcaline, on a une 

augmentation d'environ 3.5 fois de l'incorporation d'UDP-[14C]GlcNAc, ceci signifie qu'en 

hydrolysant les résidus de phosphate, on libère des sites disponibles pour la 0-GlcNAc. 

3- Influence de l'acide okadaïque sur la glycosylation de l'antigène grand T 

Dans l'article précédent, nous avions observé que l' AO avait un effet sur la fixation 

de la WGA sur une protéine de 90 kDa environ dans les cellules COS. La masse moléculaire 

de cette bande nous a laissé penser qu'il pouvait s'agir de l'antigène grand T. En effet, 

Medina et al, 1997 avaient démontré que l'antigène grand Tétait (i) modifié par la 0-GlcNAc 

et de plus (ii) que cette glycosylation se faisait sur des sites connus de phosphorylation. Pour 

cela un anticorps dirigé contre cette protéine a été utilisé sur le blot précédemment incubé 

avec la WGA. On observe, après traitement par l' AO une diminution de la 0-N­

Acétylglucosaminylation sur l'antigène grand T (Figure 11). 

Densitométrie: 134611042 581 1 1115 
Rapport : 0.43 1.92 

Ctrl AO Ctrl AO 

A B 

Figure 11- Effet de l' AO sur la glycosylation de l'antigène grand T (A, révélation par la WGA 
et B, révélation par un anticorps anti-grand T). 
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1- Généralités sur les protéines Tau 

1- Définition 

Les protéines Tau (I.ubulin gssociated Y.nit) appartiennent à la famille des protéines 

associées aux microtubules (Microtubules Associated Proteins ; MAPs ). Ce sont des 

phosphoprotéines de masse moléculaire variant de 45 à 70 kDa. Elles permettent la régulation 

de différentes propriétés des microtubules neuronaux telle que leur stabilité et leur orientation 

et c'est la raison pour laquelle on les considère comme des protéines accessoires aux 

microtubules (les microtubules sont un assemblage de dimères de tubulines) (Brand, 1996, 

Delacourte et Buée, 1997). 

Les microtubules sont nombreux dans les axones. Leur rôle est de véhiculer les vésicules et 

les macromolécules dans les axones par un transport antérograde et rétrograde (Figure 1 0). Il 

existe deux types de MAPs (Mandelkow et Mandelkow, 1994): 

i. Le premier est celui des force-producing MAPs avec la kinésine (transport 

axonal antérograde) et la dynéine (transport axonal rétrograde). 

Ces moteurs moléculaires produisent 1' énergie pour le transport par 1 'hydrolyse de 1' ATP. 

n. Le second type concerne les MAPs fibreuses avec Tau et MAP-2 par exemple. 

L'intérêt porté aux protéines Tau a considérablement progressé lorsqu'on a découvert 

qu'elles pourraient être impliquées dans 1' apparition de la maladie d'Alzheimer et dans 

d'autres désordres neurodégénératifs (Buée et Delacourte, 1999; Buée et al, 2000). 

Remarque: Certaines études rapportent l'existence de protéines Tau dans des cellules non­

neuronales (Sygowsky et al, 1993 ; Thurston et al, 1996). 

2- Le gène codant pour les protéines Tau 

Les protéines Tau sont toutes issues d'un même gène de 100 kb situé chez l'homme 

sur le bras long du chromosome 17 sur le locus 17q21 (Neve et al, 1986). Le transcrit 

primaire contient 16 exons dont 3 ne sont pas présents dans le cerveau humain. En outre, trois 
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Figure 10 - Les protéines Tau dans le neurone 
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ex ons de 1' ARNm subissent un épissage alternatif (les ex ons 2, 3 et 1 0) ce qui permet la 

synthèse de 6 isoformes dans le cerveau humain: 2-3- 10-, 2+ 3-10-, 2+ 3+ 10-,2-3- 10+, 2+ 

3- 10+, 2+ 3+ 10+ (Goedert et al, 1989) (c'est ce qu'on appelle communément la règle du 

jamais 3 sans 2). 

Dans le système nerveux périphérique il existe une protéine Tau de masse moléculaire élevée 

appelée Big Tau (Couchie et al., 1992) et qui contient un insert supplémentaire: l'exon 4A. 

3- Les isoformes de Tau 

Les six isoformes de Tau ont une séquence primaire qui s'échelonne de 352 à 441 

acides aminés et ont une masse moléculaire apparente de 45 à 65 kDa lorsqu'elles sont dans 

un état non phosphorylé. L'isoforme du système nerveux périphérique, Big Tau a une masse 

moléculaire plus élevée de 130 kDa et contient une séquence supplémentaire de 253 acides 

aminés (Figure 11). 

La région N-terminale, acide, des protéines Tau contient le domaine de projection 

vers d'autres éléments cytosquelettiques. La région centrale est riche en résidus de proline et 

est la cible de nombreuses protéines kinases. Enfin la région C-terminale, basique, constitue le 

domaine d'assemblage (ou de liaison) aux microtubules. Elle contient 3 (3R) ou 4 (4R) 

domaines répétés, les tubulin-binding repeats. Cette interaction Taultubuline est régulée par 

l'état de phosphorylation des protéines Tau: lorsqu'elles sont dans un état élevé de 

phosphorylation, les protéines Tau se détachent des microtubules et libèrent les dimères de 

tubuline, permettant la dépolymérisation des microtubules (Buée et Delacourte, 1997). 

4- Les pathologies liées aux protéines Tau (Tauopathies) 

i- La maladie d'Alzheimer 

La pathologie liée aux protéines Tau la plus connue est la maladie d'Alzheimer. Les 

symptômes de cette maladie sont une absence de plainte mnésique, un désintérêt, des troubles 

de l'humeur, une négligence physique, des troubles du comportement du soi, la perte du mot, 

une désorientation, des problèmes d'habillement. La maladie d'Alzheimer est une maladie 

neurodégénérative caractérisée par la présence de plaques séniles, accumulation 

intraneuronale de filaments en hélice appelés paired helicoidal filaments (PHF). Les 
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Figure 11 -Les différentes isoformes de Tau 
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protéines Tau sont les constituants principaux de ces PHF et sont alors appelées Tau-PHF 

(Flament et al, 1990 ; Buée et al, 2000). 

Ces protéines Tau-PHF sont insolubles, ont une masse moléculaire apparente plus élevée, un 

pl plus acide que les protéines Tau normales, qui est la conséquence d'une phosphorylation 

anormale. En fait, une phosphorylation «normale» des protéines Tau régule la 

polymérisation des microtubules alors qu'une hyperphosphorylation des sites normalement 

phosphorylés et une phosphorylation en des sites spécifiques aux Tau-PHF induit une 

dépolymérisation irréversible des microtubules et une accumulation de Tau dans le 

compartiment somato-dendritique, la rupture du cytosquelette axonal, un arrêt du transport 

axonal et la mort neuronale. 

Les six isoformes de Tau d'un cerveau autopsié d'un sujet Alzheimer sont 

anormalement phosphorylées et agrégées. Elles sont détectées par immunoblotting sous la 

forme d'un triplet de 55, 64 et 69 kDa (Tau hyperphosphorylées) alors que les protéines Tau 

d'un cerveau autopsié chez un sujet sain migrent sous la forme d'un doublet de 45 et 52 kDa 

(les protéines Tau sont déphosphorylées) et que les protéines Tau d'un cerveau biopsié chez 

un sujet sain migrent sous la forme d'un triplet de 55, 64 et 69 kDa (les protéines Tau sont 

phosphorylées ). 

ii- Autres pathologies liées aux protéines Tau 

D'autres désordres neurodégénératifs impliquent les protéines Tau (pour revue lire 

Buée et Delacourte, 1999). Il s'agit de la dégénération corticobasale et de la paralysie 

supranucléaire progressive (progressive supranuclear patsy ; PSP). Dans ces deux pathologies 

seules les isoformes 4R s'agrègent sous forme de filaments en hélice torsadés ou de filaments 

droits. En électrophorèse ces protéines Tau se retrouvent sous la forme d'un doublet de 

protéines Tau de 64 et 69 kDa. 

Dans la maladie de Pick seules les isoformes 3R s'agrègent de manière désordonnée 

sous la forme de filaments enroulés. Elles se présentent sous la forme d'un doublet de 55 et 64 

kDa. 

Des études récentes montrent qu'il existe un lien direct entre une anomalie génétique 

pour Tau et une agrégation anormale des filaments dans la démence fronto-temporale avec 

des symptômes parkinsoniens liés au chromosome 17. 
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5- La phosphorylation des protéines Tau 

La phosphorylation des protéines Tau est bien connue notamment grâce à l'étude de 

l'enchevêtrement des neurofibrilles dans la maladie d'Alzheimer. Il faut bien comprendre 

qu'il existe une phosphorylation normale des protéines Tau qui régule leur activité 

fonctionnelle, visible notamment sur des biopsies de cerveau, et une phosphorylation 

anormale pouvant déboucher sur différentes pathologies. En effet comme nous 1' avons 

indiqué ci-dessus, les protéines Tau sont anormalement hyperphosphorylées dans la maladie 

d'Alzheimer et elles se dissocient des microtubules pour s'autoagréger et former les PHF qui 

contribuent à la mort cellulaire. 

Il existe au moins 20 sites de phosphorylation sur les protéines Tau, tous ces sites 

étant situés en dehors des domaines de liaison aux microtubules sauf un site qui se retrouve 

sur la Ser 262 du premier domaine de liaison aux microtubules (Figure 12). 

La plupart des kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau sont du type 

praline-kinases, incluant la MAP kinase, la glycogène synthase kinase 3 (GSK3) et les kinases 

dépendantes des cyclines ( cdc2 et cdk5). Ces kinases phosphorylent in vitro principalement 

des sites du type Ser-Pro et Thr-Pro. En outre d'autres kinases comme la Ca2+/calmodulin­

dependent protein kinase JI, la cAMP dependent kinase et la caséine kinase Il phosphorylent 

des sites non Ser/Thr-Pro. 

L'état de phosphorylation des protéines Tau est régulé par un éventail de protéines 

kinases. Il est bien sûr évident que ces kinases entrent en compétition directe avec des 

sérine/thréonine phosphatases sans lesquelles les processus de 

phosphorylation/déphosphorylation seraient impossibles. Les principales protéines 

sérine/thréonine phosphatases catalysant la déphosphorylation des protéines Tau sont les PPI, 

PP2A et PP2B. Les kinases et phosphatases sont des enzymes qui sont elles-mêmes contrôlées 

par l'état physiologique de la cellule. Ainsi dans le tissu cérébral, après autopsie ou dans des 

homogénats de neuroblastomes, les protéines Tau sont rapidement déphosphorylées par des 

activités phosphatasiques résiduelles qui ne nécessitent pas d'énergie métabolique. 

6- Autres modifications post-traductionnelles des protéines Tau 

La phosphorylation est la forme majeure de modification post-traductionnelle 

retrouvée sur Tau, mais il existe d'autres modifications post-traductionnelles. 
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Membrane plasmique Microtubules 

141 144 14 7 154 156 1 73 177 181 

a: Tau protéine kinase 11 glycogène synthase kinase 3f3 

b : glycogène synthase kinase 3a 1 protéine kinase FA 

abcf a fu 

307 315 320 324 327 

c : glycogène synthase kinase 3a 1 protéine kinase FA après activation avec l'héparine 

d: cyclin-dependent kinases (p34cdc2/p58cyclinA) 

e: 35/41 kDa kinase 

f: protéine kinase A (AMPc dépendante) 

g : protéine kinase C 

h: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II 

i: p110-MARK (Microtubule-Affinity Regulating kinase) 

k : SAP K (Stress-Activated Protein kinases) 

Figure 12- Quelques sites de phosphorylation des protéines Tau par différentes kinases. 
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i- La glycosylation non-enzymatique, ou glycation (Ledesma et al, 1994 ; 

Ko et al, 1999). La glycation a fait l'objet de nombreuses études. C'est un processus long, qui 

peut se produire à des concentrations normales en glucose, et qui résulte en la production 

d'« Advanced Glycation End products » (AGEs). Elle serait localisée exclusivement sur les 

Tau-PHF dans la maladie d'Alzheimer. Ces AGEs pourraient être une cause du 

dysfonctionnement neuronal par l'intermédiaire du stress oxydant (production de radicaux 

oxygénés libres). La glycation a été localisée sur des résidus de lysine au niveau du domaine 

s'associant aux tubulines, et il a été rapporté, à l'instar de la phosphorylation, qu'elle 

diminuerait l'association aux tubulines, et augmenterait l'agrégation des Tau-PHF. Ces études 

restent encore très controversées. 

ii- L'ubiquitination (Mori et al, 1987). L'ubiquitination fait partie des Tau­

PHF. L'ubiquitine est une petite protéine de stress impliquée dans la dégradation des 

protéines Tau. 

iii-La 0-N-Acétylglucosaminylation (0-GlcNAc). La 0-GlcNAc a été 

retrouvée sur les protéines Tau bovines (Shane Arnorld et al, 1996). Griffith et Schmitz, 1995 

ont démontré qu'il y avait une augmentation de la 0-GlcNAc dans la fraction protéique 

associée au cytosquelette insoluble dans les détergents mais pas dans la fraction soluble dans 

les détergents pour les cerveaux Alzheimer comparés aux cerveaux sains. Ils ont suggéré ainsi 

une implication de la 0-GlcNAc dans l'apparition de la maladie d'Alzheimer. Ces études sont 

contredites par celles de Yao et Coleman, 1998 qui démontrent qu'il n'existe aucune 

différence de 0-GlcN Ac entre des cerveaux sains et des cerveaux Alzheimer hormis sur la 

protéine d'assemblage à la clathrine AP-3, qui voit son taux de 0-GlcNAc diminuer dans la 

maladie d'Alzheimer. Il semble d'ailleurs qu'il y ait une corrélation négative entre la 0-

GlcNAc et la densité des neurofibrilles. 

iv-N- et 0- glycannes. Certaines études, quoique controversées, suggèrent la 

présence deN- et de 0- glycannes (Wang et al, 1996) sur les Tau-PHF et non sur les Tau 

normales. La déglycosylation par la PNGase F rétablit l'association Tau-tubuline, comme 

pour les protéines Tau normales, 

v- Modifications post-traductionnelles diverses. On va retrouver aussi en 

modifications post-traductionnelles sur les protéines Tau: l'hydrolyse de la première 
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méthionine, la N-acétylation duN- terminal, la dé-amidation de deux résidus asparaginyl, la 

protéolyse (Buée et al, 2000). 

7- Localisation cellulaire des protéines Tau 

Bien que les protéines Tau soient considérées comme des protéines exclusivement 

cytoplasmiques, des études montrent l'existence de deux populations de protéines Tau, les 

unes cytoplasmiques et les autres nucléaires (Loomis et al, 1990). Dans le noyau, Tau est 

spécifique du nucléole alors que dans le cytoplasme elle est distribuée de manière « diffuse » 

(Greenwood et Johnson, 1995). 16 % des protéines Tau seraient nucléaires et seraient 

associées à la chromatine contenant 1' ADN et des protéines associées. 

Récemment, Uberti et al, 1997 ont démontré que Tau était localisée dans le noyau des cellules 

non différenciées, alors qu'après différenciation, Tau est principalement cytoplasmique. 

Enfin, il a été mis en évidence dans les cellules SH-SY-5Y, une nouvelle isoforme de Tau de 

petite taille (26-30 kDa) qui est majoritairement nucléaire (Shea et Cressman, 1998). Cette 

petite isoforme, appelée « small Tau» ne semble pas être un fragment de dégradation 

protéolytique. 

8- Utilisation de l'acide okadaïque 

i- Définition et structure de l'acide okadaïque 

L'acide okadaïque est un polyéther gras, de masse moléculaire de 805 Da. Il trouve 

sa source chez les dinoflagellés (plancton marin) et s'accumule dans les glandes digestives 

des éponges marines (Halichondria okadaii ou melanodocia). C'est un composant toxique 

associé à des diarrhées à la suite d'une intoxication alimentaire aux fruits de mer. Sa structure 

est proche de celle de l'acanthifolicine, premier polyéther carboxylique connu des sources 

marines (Figure 13). 

ii- Propriétés 

L'acide okadaïque est un inhibiteur de sérine/thréonine phosphatases, et plus 

particulièrement de PP1, PP2A et PP2B. Par contre les PP2C, la pyruvate déshydrogénase 
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phosphatase, les tyrosine phosphatases et la phosphatase alcaline, ne sont pas inhibées par 

l'acide okadaïque (Cohen, 1989, Cohen et Cohen, 1989 et Cohen et al, 1990). 

QH 

HO 

OH 
Figure 13- Structure de l'acide okadaïque 

L'acide okadaïque n'agit pas de manière identique sur les différentes Ser/Thr 

phosphatases et les concentrations inhibitrices varient en fonction de la phosphatase. Ainsi on 

peut inhiber sélectivement ces sérine/thréonine phosphatases : 

Tableau IV - Ic50 de l'acide okadaïque sur les différentes Sérine 1 Thréonine 

phosphatases. 

Sérine/Thréonine phosphatases ICso 

PP1 10-60 nM 

PP2A 0.1-1 nM 

PP2B 5-10 !lM (peu sensible) 

PP2C >60 f.!M (non touché) 

PP1/PP2A et PP2C ont un large spectre de déphosphorylation et se recoupent entre­

elles vis-à-vis des substrats (Girault, 1994). Ces IC50 ne sont valables que pour des études in 

vitro. En culture cellulaire il est très important de connaître la capacité de perméabilité des 

cellules vis à vis de l'acide okadaïque. Malgré cela, l'acide okadaïque est facilement utilisable 

en culture cellulaire car sa structure hydrophobe lui confère une capacité de pénétration aisée 

des cellules. 
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L'acide okadaïque n'a pas d'effet sur le niveau d'ATP mais par contre des études ont 

montré qu'à certaines concentrations il pouvait y avoir rupture de l'appareil de Golgi (Lucocq 

et al, 1995) et inhibition de la synthèse et de la sécrétion protéique (Waschulewski et al, 

1996). Cette inhibition de la synthèse protéique est retrouvée pour une concentration en acide 

okadaïque de 1 J.!M, c'est à dire supérieure à celle utilisée pour l'inhibition des 

sérine/thréonine phosphatases. Cette inhibition protéique pourrait être due à la 

phosphorylation de eiF2 qui, à un certain degré de phosphorylation, inhibe cette synthèse 

protéique. 

Les mécanismes menant à une hyperphosphorylation sont encore inconnus. Toutefois 

on sait que la plupart des sites phosphorylés sont du type Ser-Pro et Thr-Pro, caractéristiques 

des proline-directed kinases (MAP-kinase, cdc2 kinase et GSK3 kinase). 

iii-Intérêt de l'acide okadaïque dans l'étude de la maladie d'Alzheimer 

L'acide okadaïque a été largement utilisé pour l'étude de la maladie d'Alzheimer. En 

effet il contribue au développement de modèles cellulaires du type Alzheimer en augmentant 

la phosphorylation sur les protéines Tau (figure 14) (Arias et al, 1993; Caillet-Boudin et 

Delacourte, 1996). Après traitement, il a été démontré qu'il y a une hyperphosphorylation 

effective des épi topes spécifiques d'Alzheimer (Sautière et al, 1993 et 1994, Furiya et al, 

1993 et Dupont-Wallois et al, 1995). 
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Figure 14- Effet de l'acide okadaïque sur la phosphorylation des protéines 
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II-Résultats 

Le travail que nous allons présenter se situe dans la continuité de celui décrit dans la 

première partie des résultats, à savoir l'étude de l'effet de l' AO sur les niveaux de 0-GlcNAc 

dans une lignée de neuroblastome. Après avoir étudié la balance phosphorylation/0-N­

Acétylglucosaminylation sur l'ensemble des protéines des cellules de neuroblastome Kelly, 

nous avons fait cette étude sur une protéine particulière : la protéine Tau. Cette protéine est un 

bon modèle d'étude de la 0-GlcNAc puisqu'elle est connue comme étant phosphorylée en de 

nombreux sites (au moins une vingtaine) et l'on sait aujourd'hui qu'elle est glycosylée par la 

0-GlcNAc (démonstration sur les protéines Tau bovines). La collaboration entamée lors de la 

première partie avec Marie-Laure Caillet-Boudin s'est poursuivie lors de celui-ci. 

Ce travail a été soumis à: the Journal ofNeurochemistry. 

Pour cette étude nous avons utilisé les cellules Kelly Clone 16 (K. Cl16), une souche 

de cellules Kelly transfectée avec la plus longue isoforme des protéines Tau, Tau441 (Figure 1 ). 

Cette lignée a été obtenue par Laetitia Dupont-Wallois. Cette isoforme transfectée (i) est 

reconnue par différents anticorps dirigés contre les protéines Tau (Figure lA) et (ii) est 

fonctionnelle dans les cellules K. Cl16 (Figure lB). 

Le travail a d'abord consisté à démontrer que la protéine Tau441 était glycosylée: 

pour cela nous avons utilisé un double marquage WGAIM19G. Le M19G est un anticorps qui 

reconnaît les 19 premiers acides aminés des protéines Tau. Cette réaction s'est révélée positive 

pour la WGA et le M19G dans les compartiments cytosolique et nucléaire. Une co-incubation 

de la WGA avec de la GleNAc libre a également été effectuée (Figure 2A) confirmant la 

spécificité de cette lectine. En plus des isoformes des protéines Tau classiquement retrouvées 

chez l'homme, une isoforme de bas poids moléculaire a été révélée dans le noyau avec la WGA 

et l'anticorps M19G. Cette isoforme de masse moléculaire 26-30 kDa avait déjà été décrite 

dans la littérature par Shea et Cressman, 1998, et ces auteurs avaient démontré qu'elle n'était 

pas retrouvée dans le cytosol. La figure 2B montre la révélation de l'isoforme Tau441 par le 

M19G après enrichissement sur WGA-sépharose. Cela prouve sans ambiguïté que, dans les 

cellules K. Cl16, Tau441 est glycosylée (les autres isoformes sont difficilement détectables). 
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L'acide okadaïque (AO) a été utilisé sur les cellules K.Cl16 (Figure 3) dans les mêmes 

conditions que celles décrites dans la première partie de nos résultats. Après double marquage 

avec la WGA et le M19G, nous avons remarqué qu'après traitement par l' AO, on a (i)une 

diminution de la fixation de la WGA sur certaines protéines des compartiments cytosolique et 

nucléaire et (ii) un« shift »de masse de ces protéines Tau, révélées par l'anticorps M19G, avec 

une diminution d'intensité pour les protéines nucléaires (les isoformes cytosoliques se 

retrouvent exclusivement en une seule bande de plus haute masse moléculaire consécutive à 

l'hyperphosphorylation). Ainsi il semble donc exister une corrélation entre la quantité de 

protéines Tau nucléaires et leur glycosylation et phosphorylation. 

Les densitométries de ces différentes bandes sont représentées en figure 4 sous forme 

d'histogrammes. La Figure 4C montre le rapport fixation de la WGA (glycosylation) sur 

fixation de l'anticorps M19G (quantité de protéines Tau). Après traitement par l'AO, il y a une 

diminution de 75% de la glycosylation de ces protéines Tau dans le cytosol, alors que dans le 

noyau la diminution est similaire pour le M19G et la WGA (baisse de 50%) (Figure 4A et 4B). 

De même les rapports de la figure 4C montre une diminution de 3.5 fois pour le rapport 

WGA/M19G dans le cytosol et un rapport inchangé pour le noyau. Il semblerait donc que la 

localisation nucléaire de Tau441 soit directement liée à la balance phosphorylation/0-GlcNAc. 

Il est intéressant de noter que la petite isoforme de Tau exclusivement nucléaire n'a pas sa 

glycosylation perturbée par l' AO, et que sa localisation cellulaire reste inchangée (figure 4D). 

Nous rappelons toutefois que les protéines de masse inférieure à 40 kDa peuvent pénétrer par 

simple diffusion dans le noyau. 

Nous avons alors effectué., sur les Tau441 cytosoliques, des électrophorèses 

bidimensionnelles et testé sur ces protéines Tau l'anticorps M19G (qui reconnaît toutes les 

iso formes de Tau), un anticorps dirigé contre un épitope phosphorylé de Tau, l' ADI294, un 

anticorps dirigé contre un épitope non phosphorylé, le Tau-1 et la WGA pour la mise en 

évidence de la glycosylation. Ces différentes détections ont été effectuées sur les cellules 

contrôle et les cellules traitées par l' AO. Ainsi la Figure 5 montre clairement que la WGA se 

fixe de manière spécifique au niveau des isoformes Tau441 les moins phosphorylées (Tau-1) 

c'est à dire les plus basiques. Cette fixation est presque complètement absente des isoformes les 

plus phosphorylées (ADI294). Ces différences sont particulièrement évidentes pour les 

protéines Tau des cellules traitées par l' AO. 
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Afin de démontrer que le type de glycosylation qui entre en compétition avec la 

phosphorylation est bien la 0-GlcNAc, les extraits cytosoliques des cellules contrôle, et traitées 

par l'AO ont été soumis à un marquage par le eH]galactose, spécifique des résidus de GleNAc 

terminaux. Ce marquage a été suivi d'une bêta-élimination. Les glycannes libérés ont été 

dessalés sur papier et caractérisés par HP AEC (Figure 6A). Cette expérience montre que la 0-

N-Acétylglucosaminylation est la forme majeure de glycosylation dans le cytosol. De plus on 

voit clairement que la 0-GlcNAc diminue après traitementpar l' AO, ce qui prouve une fois de 

plus qu'elle est en compétition avec la phosphorylation. L'encadré montre la zone des protéines 

Tau441 (elles-mêmes glycosylées par la 0-GlcNAc) en électrophorèse bidimensionnelle 

(Figure 6B). Après traitement par l'AO la révélation de ces Tau441, marquées par le galactose 

tritié, est moins forte. 

Enfin des électrophorèses bidimensionnelles ont été effectuées sur les extraits 

nucléaires des cellules contrôle, et traitées par l' AO (Figure 7). Le Ml9G et la WGA ont été 

utilisés sur les blots contrôle et AO. Il est intéressant de voir qu'après traitement par l' AO on a 

moins d'isoformes de Tau441 dans le noyau et que la WGA fixe spécifiquement toutes les 

isoformes marquées par le Ml9G dans les cellules contrôle, et dans les cellules traitées par 

l' AO. Cela signifie que toutes les isoformes de Tau411 nucléaires sont glycosylées 

contrairement aux isoformes de Tau441 cytosoliques où seules les plus basiques fixent la 

WGA. Ainsi la 0-GlcNAc de ces Tau441 semble être nécessaire à leur localisation nucléaire. 

Cette remarque est en accord avec les résultats des figures 3 et 4. 

En conclusion, dans ce travail nous avons démontré l'existence d'une balance entre la 

phosphorylation et la 0-N-Acétylglucosaminylation sur les protéines Tau441 et que la 

localisation cellulaire de ces protéines semble être dépendante de cette balance 

phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation. 

De cette étude nous pouvons essayer de tirer un schéma général de la relation 

phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation des protéines Tau441 et de leur localisation 

nucléaire et/ou rétention cytosolique (Figure 8): 
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Figure 8- Schéma hypothétique de la relation entre la phosphorylation, la 0-
GicNAc et le transport nucléaire des protéines cytosoliques. 
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1- Abstract 

Tau proteins, one of the microtubules associated proteins (MAP), are post­

transcriptionally modified by both phosphorylation and 0-GlcNAc glycosylation. Tau 

phosphorylation is involved in the regulation of microtubules polymerization and is 

dysregulated during neurodegenerative diseases whereas the role of 0-GlcNAc residues is not 

yet elucidated. In the present study, we clearly demonstrate that a balance between 

phosphorylation and 0-GlcNAc glycosylation occurs on Tau proteins and that a disregulation 

of this balance was correlated with a decrease in the nuclear transport. 

To characterize the 0-GlcNAc glycosylated forms of Tau proteins, and then, to 

investigate the glycosylation/phosphorylation balance, we stahly transfected neuroblastoma 

Kelly cells and selected a stable clone expressing a high level of the long Tau isoform (Tau 

441) one of the six adult isoforms. Surprisingly, two isoforms of Tau were modified by 0-

GlcNAc glycosylation : Tau 441 isoform, mainly located in cytoplasm as compared to nucleus 

fraction, and a small Tau protein, exclusively found in nucleus. The balance between 

phosphorylation and 0-GlcNAc glycosylation was demonstrated on Tau 441 using bi­

dimensional polyacrylamide gel electrophoresis and by treating cells with okadaic acid, a 

phosphatase inhibitor. 0-GlcNAc residues were mainly located on Tau 441 variants the less 

phosphorylated whereas the most hyperphosphorylated forms were devoid of 0-GlcNAc 

residues. When cells were treated by okadaic acid, Tau proteins were hyperphosphorylated, less 

modified by 0-GlcNAc glycosylation and quite no more translocated to the nucleus. This result 

suggests a direct relationship between glycosylation, phosphorylation and nuclear localization 

of Tau proteins. Contrary to Tau 441, okadaic acid had no effect on the nuclear localization of 

the small nuclear Tau isoform. In conclusion, the glycosylationlphosphorylation balance could 

be crucial for the biological function of normal Tau proteins, in ensuring the retention of adult 

Tau isoform in the cytoplasm whereas small Tau could be transferred into the nucleus. 
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2- Introduction 

Tau proteins constitute a family of brain microtubule-associated proteins involved in 

polymerization and stability of neuronal microtubules. In adult brain, six different Tau isoforms 

are present arising by alternative splicing of a primary transcript from a single gene [1] whereas 

a big Tau, containing an additional insert in the medium part of the protein, is found only in the 

adult peripheral nervous system [2]. A 26-30 kDa small nuclear Tau, not yet characterized, was 

only described in neuroblastoma cells nuclei [3]. In opposite, the other adult Tau isoforms were 

predominantly found in the cytoplasmic compartment although sorne studies also documented 

the localization of Tau within the nucleus [4]. 

Tau proteins can be post-transcriptionally modified by phosphorylation, 0-GlcNAc 

glycosylation, ubiquitination, glycation, proteolysis ... (review in Delacourte & Buée [5]). A 

normal phosphorylation of Tau proteins controls the microtubule polymerization whereas an 

abnormal phosphorylation of Tau proteins occurs during degenerative diseases such as 

Alzheimer's disease, progressive supranuclear paisy (PSP), corticobasal degenerescence 

disease (CBD) (review in Delacourte & Buée [5]). These abnormally phosphorylated Tau 

proteins are the main components of filaments (paired helical filaments - PHF - or straight 

filaments) which are accumulated in degenerative neurones. Phosphorylation of Tau proteins 

reduces their ability to polymerize tubulin. A cellular model of Alzheimer-type Tau protein 

phosphorylation can be obtained by treating human neuroblastoma cells with okadaic acid 

(OA) an inhibitor of the proteins phosphatases 1 and 2A [6-8]. 

In addition to the phosphorylation, normal Tau proteins have been demonstrated to be 

0-GlcNAc modified [9]. 0-GlcNAc glycosylation occurs on numerous cytoplasmic and nuclear 

proteins such as cytoskeletal proteins (keratins [10], neurofilaments [11]), nuclear pore proteins 

[12, 13], transcription factors (Spi [14], c-Myc [15]), viral proteins (adenovirus fiber [16], 

SV40 Large-T antigen [17]). lt has been speculated that this type of glycosylation shares 

similar features with protein phosphorylation [18] and mainly that it could occupy the same 

sites or neighbouring sites on the peptidic backbone. In a precedent report, we have 

demonstrated that a decrease in the 0-GlcNAc level of a neuroblastoma cellline (Kelly cells) 

proteins was consecutive to an experimentally induced hyperphosphorylation after OA 

treatment [19]. Haltiwanger et al, [20] have demonstrated that the potent peptide 0-GlcNAc-P­

N-acetylglucosaminidase inhibitor increases the 0-GlcN Ac level and decreases the phosphate 

incorporation on the Spi transcription factor. Griffith et Schmitz [21] show an increase in the 

staining with an 0-GlcNAc antibody after treatment of neuroblastoma cells with different 
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kinases inhibitors. These different experiments were in favour of the existence of a direct 

competition between 0-GlcNAc and phosphate for the occupancy of the same sites on proteins. 

The occurrence of a 0-GlcNAc 1 phosphorylation balance opens the question of its biological 

significance. If the role of phosphorylation is weil documented and generally contributes in 

protein activity regulation, the particular role of 0-GlcNAc glycosylation is still poorly 

understood. Severa! authors report a role in the nuclear transport of cytosolic proteins [22-24]. 

In this idea, we recently showed in Kelly cells that the balance between phosphorylation and 0-

GlcNAc glycosylation took part in the control of protein transfer to the nucleus [19]. For that 

reason, we decide to use this model to investigate the phosphorylation/0-GlcNAc glycosylation 

balance on Tau proteins as weil as its effect on Tau proteins transfer to the nucleus. To ensure, 

a high expression level of Tau proteins, the long Tau isoforrn (Tau441) was surexpressed in 

neuroblastoma Kelly cells. A stable clone, Kelly clone 16, was selected and used to study the 

effect ofphosphorylation and 0-GlcNAc levels on the cellular localization of Tau proteins. 
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3- Materials and Methods 

i- Construction of the expression vector 

Tau441 eDNA (hTau40) was cloned into the Nde I!EcoR 1 sites of the pRK 172 

plasmid [25]. For direct subcloning of Tau441 eDNA into the eukaryotic expression pcDNA3 

vector (lnvitrogen, Carlsbad, CA, USA), a BamH 1 site was introduced above its initiator site, 

eliminating the initial Nde 1 site. Sequencing performed on the obtained pcDNA-Tau441 

showed identical sequences between the subcloned eDNA and that published by Goedert et al. 

[26]. Therefore, CsCl-purified plasmid was used for the transfection experiments. 

ii- Cell Culture and transfection 

Human neuroblastoma Kelly cells, were maintained in RPMI 1640 medium 

supplemented with 10% fetal calf serum (Life Technology, France}, 50 lU/ml penicillin, 50 

11g/ml streptomycin (Sigma-Aldrich Chimie, St. Quentin-Fallavier, France), 2 mM glutamine 

(Life Technology, Cergy Pontoise, France). Transfection experiments were performed by 

adding 5 11g of pcDNA3-Tau40 and 39.4 11g of Tfx™-50 Reagent (Promega France, 

Charbonnières, France) on 80% confluency Kelly cells grown in 60 mm dishes in serum-free 

medium. Additional medium supplemented with serum was added one hour after this step. 

After 48 h, cells were replaced on four Petri dishes. Stable clones were selectioned by growing 

in medium containing geneticin. Kelly Clone 16 was chosen for its high expression level of Tau 

441, determined by western blotting of celllysates. 

To induce protein hyperphosphorylation, cells were grown to 80% confluence and treated with 

0.25 J..LM OA (Sigma-Aldrich Chimie, St. Quentin-Fallavier, France) for 4 hours as described 

by Dupont-Wallois et al. [8]. 

iii-Cell fractionation 

Cell pellet was washed in phosphate buffered saline (20 mM phosphate, 150 mM NaCl 

pH 7 .5) and then resuspended in PBS containing 500 11g/ml digitonin and proteases inhibitors 

(1mM PMSF and 51-l.g/ml of leupeptine and pepstatine - Sigma) and incubated for 10 min at 

room temperature as described by Kearse and Hart [27]. After centrifugation at 1 000 g for 10 

min at 4 °C, the supematant corresponding to the cytosoluble material and the pellet containing 
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nucleus and membranous fraction were separated. According to Bronfman et al., [28] at the 

digitonin concentration used in this study (0.4 mM final concentration) the cytosoluble fraction 

is free of membrane fragments. The pellet was washed twice in PBS and membranes were 

solubilized by incubation in 0.5% [v/v] Triton X100 diluted in PBS. Nucleus were collected by 

centrifugation at 2000 rpm for 10 min, washed twice in PBS and solubilized in buffer H (50 

mM Hepes, 500 mM NaCI, 2% (v/v) Triton X100 and proteases inhibitors). 

iv- lmmunofluorescence method 

The cells were first washed with PEM buffer (80mM PIPES, 5mM EGTA, 1mM 

MgCh, pH 6.8) and then permeabilized by incubating them for 30 s with PEM buffer 

containing 0.1% Triton X-100, 1mM GTP and 30% glycerol. Then, the cells were fixed at 

room temperature for 10 min with PEM buffer containing 0.3% glutaraldehyde and 0.5 % 

Nonidet P40, washed with phosphate buffer (PB) (10 mM NaH2P04, 50 mM Na2HP04, pH 

7.4), successively treated by borohydric acid (10 mg/ml) for 15 min and by 0.1 M glycine for 

20 min in PB containing 0.25% Triton and, at last, saturated by donkey serum (5% in PB 

containing 0.25% Triton) (Interchim, Asnières, France) to decrease the background. Tau 441 

proteins were detected by using a polyclonal serum directed against insert corresponding to Tau 

exon 3 (Tau- E3) (1/10 000) for 90 min. After 3 PB washes, cells were incubated for 60 min 

with TRITC-conjugated donkey anti-rabbit IgG (1/400) (lnterchim, France). After 3 PB 

washes, samples were mounted in Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA) and 

examined under a Leica DM RB microscope. The specificity of the immunoreactivity was 

controlled by omitting the primary antibody. 

v- lsoelectric focusing and polyacrylamide gel electrophoresis 

For 2-D electrophoresis, samples were diluted in 20% (v/v) IsoA (0.34 M Sodium 

Dodecyl Sulfate, 0.15 M DTT) and 80% (v/v) IsoE (0.108 M DTT, 0.108 M CHAPS, 15 M 

urea, 8.33% (v/v) ampholytes 3-10 range). The samples were runned on a 4% gel (9.5 M urea, 

1% (v/v) ampholytes 5-7 range, 4% (v/v) ampholytes 3-10 range, 5% (v/v) detergent solution-

0.3 g CHAPS, 100 Ill Nonidet P40 to 900 Ill ddH20-) at 200 V for 1 h, 500 v for 1 h and finally 

at 800 V for 16 h. Lower buffer was 20 mM phosphoric acid and upper buffer was 20 mM 

NaOH. After isoelectrofocusing, gels were extracted from their capillary, placed in the transfer 
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solution (0.5 M Tris/HCl, 10% SDS, 0.05% bromophenol blue, pH 8.8) for 10 min, and 

proteins resolved on 10% SDS/PAGE as described by Laemmli [29]. 

vi-Western blotting, PNGase F treatment, densitometric analysis 

The proteins were electrophoretically transferred onto nitrocellulose membrane. Blots 

were saturated in 3% BSA in TBS-Tween (15 mM Tris, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween) 

for 45 min and washed three times for 15 min with TBS-Tween [30]. Proteins were analyzed 

by western blotting using Wheat Germ Agglutinin (WGA) for 0-GlcNAc detection and 

different Tau antibodies for Tau proteins detection. 

Before WGA staining, samples were systematically digested with PNGase F (Ozyme, 

Montigny Le Bretonneux, France) in order to remove N-linked oligosaccharides by direct 

incubation of the nitrocellulose sheets in 5 to 20 ml Phosphate Buffer (pH 7.5 - 50 mM) 

containing 2500 to 10000 units PNGase F overnight. Horseradish peroxidase labelled WGA 

(Sigma) was incubated in TBS-Tween (1110.000) for 1 h. To assess WGA detection specificity, 

control chase experiments were performed in which 0.2 M free N-Acetylglucosamine was 

added together with WGA for 1 hour. 

Tau proteins were detected by both phospho-independent and dependent antibodies : 

M19G is a polyclonal antibody, which is specifically, directed against the first 19 amino acids 

of Tau whatever its phosphorylation state [8]. Jt was used at a dilution of 112500 for 1 h in 

TBS-Tween. The antibodies specifie of the amino- (304, Tau-E3) and carboxy- (Tau-E10) 

terminal inserts, respectively specifie of the inserts corresponding to the alternatively spliced 

exons 2, 3 and 10, were used to identify Tau 441 protein. ADJ 294 and Tau-1 are two phospho­

dependent monoclonal antibodies. Tau-1 (112000), purchased from Roche Molecular 

Biochemicals, recognizes Tau proteins at the unphosphorylated sequence 192-204. ADJ 294 

(1/1000) recognized Tau proteins in their phosphorylated form and was obtained from 

Jmmunotec (Marseille, France). After incubation with the different antibodies, blots were 

washed 3 times in TBS-Tween for 15 min, and secondary antibody were incubated at a dilution 

of 1/3000 for the polyclonal antibody and at a dilution of 112000 for the monoclonal antibody. 

Blots were washed 3 times in TBS-Tween for 15 min and detection was done with the 

ECL Western blotting detection reagents (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK). 
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Densitometric analysis were performed on the WGA and Ml9G staining, and 

normalized to an equal transfer protein according to the Ponceau red staining. For such analysis 

we used a Hewlett Packard ScanJet 4C scanner and with Quantiscan 1.5. 

vii- Labeled galactose transfer on GleNAc residues with galactosyl 

transferase. ~- elimination and saccharide analysis 

Galactosyltransferase is a specifie and sensitive probe frequently used for the detection 

of 0-GicN Ac on cytosolic and nuclear pro teins [27]. Cytosolic fractions (control and OA 

treated) were added to an equal volume of sample buffer ( 56.25 mM Hepes, 11.25 mM MnC12, 

250 mM galactose and 12.5 mM AMP) with proteases inhibitor (lmM PMSF and 5J..tg/ml of 

leupeptine and pepstatine - Sigma) 0.025 U of bovine milk GleNAc ~-1, 4-

galactosyltransferase (Sigma) and 5 J..tCi of UDP-[6-3H]Gal (Amersham Pharmacia Biotech) 

were finally added to initiate the reaction. The samples were incubated at 3 7°C for 2 h. After 

labeling with 5 J..tCi of UDP-[6-3H]Gal, ~-elimination was performed on the samples with lM 

sodium borohydride and O. lM NaOH at 37°C for 72 h. The reaction was stopped with dropwise 

addition of ice-cold acetic acid under vigorous stirring until pH 5.0. The f3-eliminated material 

was dried several times under vacuum with anhydrous methanol in order to remove borate as 

its methyl ester and then were desalted by descending paper chromatography on Whatman 3 

MM paper in a n-butanol/ethanol/water (4/1/1) v/v/v as a solvent. Radioactivity was detected 

after cutting the lanes into l-em pieces and counting. Radioactive fractions to be further 

processed were eluted from corresponding regions with water, and then the f3-eliminated 

products were finally analyzed on High pH Anion Ex change Chromatography (HP AEC) [31] 

on a Dionex HPLC system equipped with a model P AD2 pulsed amperometric detector 

(Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA). The column was a Carbopac -PA-l ( 4 X 250 mm) 

pellicular anion exchange colurnn with a PA-l guard column ( 4 X 50 mm). The column was 

eluted at a flow rate of lmllmin with 15 mM NaOH. Fractions were collected, and assay for 

radioactivity. 
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4. Results 

i- Transfection of human Kelly neuroblastoma cells by the longest human 

Tau isoform eDNA, Tau441 

Kelly cells were stahly transfected with Tau441 eDNA, as described in Material and 

Methods. Transfected and endogenous Tau proteins were analyzed by irnmunoblotting and 

compared with Tau proteins in AD brain homogenate. 

Endogenous Tau proteins in Kelly cells migrated as a large band with an apparent 

molecular weight of 52-53 kDa, as detected by pAb M19G serum. The antibodies specifie of 

the amino-and carboxy-terminal inserts (304, Tau-E3 and Tau-EIO) failed to detect any bands 

ofhigher molecular weight (Fig. lA). After transfection with Tau441 eDNA, one diffuse band 

with an apparent molecular weight of 67-70 kDa was revealed by pAb M19G antiserum in 

transfected-Kelly cells extract. This band was also recognized by the three Tau antibodies 

raised against the amino- and carboxy-terminal inserts. Then, this additional band actually 

corresponded to the transfected Tau441 proteins. 

Tau 441 proteins were functional as shown by immunochemistry observation (Fig. lB). 

ii- WGA staining of cytosolic and nuclear Tau proteins 

The first step of this work was to check the presence of 0-GlcNAc residues on Tau 

proteins and to determine if the glycosylated Tau proteins were present both in the cytosolic 

and nuclear compartments. Transfected Kelly cells, clone K. Cl 16, were fractionated in 

cytosolic and nuclear compartments as described under Materials and Methods. Cytosolic and 

nuclear proteins were resolved on a 10% SDS-P AGE, electrotransfered on a nitrocellulose 

membrane. After PNGase F treatrnent, blots were tested for their affinity to M19G pAb or 

WGA (Fig. 2A). In the cytosolic fraction, bands migrating at 50 kDa and 67-70 kDa were 

stained by Tau antibodies and corresponded to endogenous and transfected isoforms 

respectively (Fig. 2A). Only the 67-70 kDa band could be detected by the lectin in the cytosolic 

fraction. This probably resulted ofthe poor quantity ofthe 50 kDa band as compared to 67-70 

kDa one. Indeed, a faint detection of the 50 kDa Tau band by WGA-binding was possible by 

analysis an un transfected Kelly cell lysate (not shown). The specificity of WGA binding was 

checked by chase experiment in presence of 0.2 M GleNAc (fig. 2A). In the nuclear fraction, 

the 67-70 kDa band (Tau 441) and a small Tau isoform (26-30 kDa) were detected by both Tau 

antibodies and lectin. 

Résultats et travaux personnels 102 



Transfected ---+­
Tau441 proteins 

Endogenous 
Tau proteins ---+-

Phosphorylation and glycosylation of hum an tau proteins 

_,Tau 74 

~Tau69 
Tau64 

\Tau 55 

A 

B 

PHF-Tau 

Figure 1- Transfection ofhuman Kelly neuroblastoma cells by the longest human Tau isoform eDNA, Tau441 
A- Expression of Tau 441 pro teins in transfected Kelly cells. Kelly were stahly transfeeted with Tau441 eDNA, as described 

in Material and Methods. Transfected and endogenous Tau proteins (indicated by arrows) were analyzed by 
immunoblotting and compared with Tau proteins in AD brain homogenate (Alz). The different antibodies used were : 
pAb M 19G serum (specifie to the 19 frrst amino acids ), antibodies specifie of the amino- and carboxy-terminal inserts 
(304, Tau-E3 and Tau-EIO). The different Tau isoforms are indicated (K.Cil6, Kelly Clone 16; Alz, Alzheimer). 

B- Immunofluorescence. Tau 441 was aetually ineorporated in microtubule network. Tau 441 was specifieally identified by 
using anti-E3 serum. Objective: XIOO with Leiea microscope and Camera. 
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To ensure that the bands revealed with WGA-peroxidase really corresponded to Tau 

proteins, WGA-sepharose was directly incubated with the cytosolic extract. The WGA­

precipitated proteins were resolved on a 10% SDS-P AGE and stained with M19G pAb. Fig. 2B 

shows that the 67-70 kDa band precipitated with WGA-sepharose was specifically recognized 

by an antibody specifie of Tau proteins. According to this experiment, we can assert that we 

have a predominant Tau glycosylated form. 

iii-Okadaic acid effect on the glycosylation of Tau proteins 

To determine if phosphorylation and 0-GlcNAc incorporation on Tau proteins are 

linked or independent phenomena, Tau hyperphosphorylation was induced by treating cells 

with OA, a phosphatase inhibitor, as yet reported in [8]. OA treatment resulted in variations of 

electrophoretic pattern of 0-GlcNAc proteins in both cytosolic and nuclear fractions (Fig. 3C). 

This phenomenon confirmed our previous report [19]. More precise! y a decrease in the WGA 

binding on the 67-70 kDa Tau isoforms was observed after OA treatment in both compartments 

(Fig. 3C), while M19G staining was rather stable in the cytosol but highly decreased in the 

nucleus (Fig. 3B). Controls experiments were realized by incubating the secondary antibody in 

absence of primary antibody (Fig. 3A) or by chase experiment in presence of 0.2 M GleNAc 

with WGA on nitrocellulose (Fig.3D). Results presented in Fig. 3 were quantified using 

Quantiscan computer program and are illustrated in the form of histograms (Fig. 4). The 

different densitometric values were normalized to an equal transferred protein amount (using 

ponceau red staining). This figure is representative of three different experiments. The M19G 

staining is shown on Fig. 4A and the WGA staining on the Fig. 4B. After OA treatment, the 

ratio of WGA!M19G- binding highly decreased onto cytosolic Tau when compared to control 

cytosol extract whereas WGAIM19G- binding ratio was similar onto nuclear Tau proteins from 

treated or untreated cells (Fig. 4.C). These results suggest that there was a relationship between 

the glycosylation, phosphorylation and nuclear transport of the Tau cytosolic isoforms. 

The effect of OA on the small nuclear Tau isoform was different to that on Tau 441. After 

treatment with OA we have seen an increase in the M19G staining (this small nuclear Tau 

isoform was present in nuclei from both untreated or OA treated cells), reflecting an increase 

on the nuclear Tau isoforms, whereas the WGA staining remained unchanged (Fig. 4. D). 

Résultats et travaux personnels 104 



Phosphorylation and glycosylation ofhuman tau proteins 

WGA ~0.2 M 
MJ9G WGA 0-GlcNAc 

Mr(kDa) c N c N c N Mr(kDa) 
205-

116-

66-

45-
36-

29-

24-

A 

205-
116-

66-

45-
36-

Figure 2- WGA staining of cytosolic and nuclear Tau proteins 
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A- Analysis of cytosolic and nuclear proteins by western blotting. Neuroblastoma K.Cl 16 cells were fractionated in cytosolic and nuclear extracts as 
described in Materials and Methods. Cytosolic (C) and nuc!ear (N) proteins from ce!!s were analyzed with Ml9G pAb orto WGA-peroxidase. To 
avoid a fixation of WGA onto glycosidic complex containing sialic acid, the nitrocellulose membrane was pretreated by PNGase F before incubation 
with WGA. The specificity ofWGA binding was checked by co-incubation ofWGA and free 0.2 M GleNAc (Fig. 2A). 

B- Analysis of WGA precipitated proteins. Tau was investigated among the WGA-precipitated proteins using Ml9G pAb. Tau 441 was detected among 
them. 
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Figure 3- Okadaic a cid effect on the glycosyiation of Tau proteins 
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Cells were treated (OA) or untreated (Ctr1) with OA for 4 h. Cytosolic (C) and nuclear (N) proteins were 
analyzed for their content in Tau proteins (detected by pAb M19G in B) and 0-GicNAc bearing Tau proteins 
(detected by WGA peroxidase in Fig. 3C). WGA affinity decreased for 72 kDa Tau isoform in both 
compartrnents (Fig. 3C), while M19G staining was quite stable in the cytosol but highly decreased in the 
nucleus (Fig. 3B). Controls were performed by incubating the secondary antibody in absence of primary 
antibody (Fig. 3A) or by incorporating 0.2 M free GleNAc with WGA on nitrocellulose (Fig.3D). 
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Figure 4- Quantification of 0-GlcN Ac Tau in different cellular compartments 
The results shown in figure 3 were quantified and represented as histograms. The different 
densitometric values were normalised to an equal transferred prote in amount ( according to the 
Ponceau red staining). Tau was quantified by pAb M19G in A), by WGA in B). The ratio between 
WGA staining and pAb M19G staining was illustrated for Tau 441 in C). The staining with pAb 
M19G and WGA for the 26-30 kDa small Tau isoform were represented in D).The results suggest 
that there was a direct relationship between glycosylation, phosphorylation and nuclear transport 
of the Tau 441 cytosolic isoforms. Grey, control cells and white, OA treated cells. 
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iv-Two-dimensional electrophoresis analysis of cytosolic Tau proteins : 

evidence for a balance between phosphorylation and 0-GlcNAc glycosylation 

To further evidence the balance between phosphorylation and glycosylation, cytosolic 

extracts were analyzed by two-dimensional electrophoresis as described under « Materials and 

Methods » section. Tau proteins of the control and OA treated cells were analyzed for their 

recognition by M19G pAb, that recognises ail the isoforms of the Tau proteins, ADI 294 mAb 

that specifically recognises an epitope in its phosphorylated form, and Tau-1 that specifically 

bound an epitope in its non-phosphorylated form. Variant bearing 0-GlcNAc residues were 

detected for their affinity for WGA. 

M19G antibodies staining demonstrated an acidification of Tau variants after OA treatment as 

compared to control cells, as shown in Fig. 5. This is in fa v our of an increase in the 

phosphorylation state after OA treatment, as confirmed with ADI 294 antibodies. In control 

cells, ADI 294 only bound the more acidic isoforms. After OA treatment, the number of Tau 

variants detected by ADI 294 antibody increased. This result confirms that the more acidic 

isoforms corresponded to the more phosphorylated isoforms. In contrary to the ADI 294 mAb 

staining, Tau-1 mAb recognized a higher number of isoforms in the control cell samples as 

compared to the OA treated cells samples. These antibodies detected the variants with the more 

basic pl. In fact, superposition of Tau variants recognized by both Tau-1 and ADI 294 

reproduced the pattern observed with M19G. 

Interestingly, WGA staining was exclusively localised in the Tau-1 mAb recognition 

regiOn, i. e. the less phosphorylated isoforms. This result reinforces the previously 

demonstration of the balance between 0-GlcNAc glycosylation and phosphorylation. 

To ensure that the decrease in WGA staining after OA treatment actually corresponded 

to a decrease in 0-GlcNAc glycosylation, and to exactly confrrm the nature of Tau 

glycosylation, radioactive galactose was transferred by the galactosyltransferase reaction onto 

0-GlcNAc bearing proteins of cytosolic extracts both from control and OA treated cells. 

Analysis of beta-elimination released saccharide confirmed that 0-GlcNAc addition was the 

unique glycosylation pattern for cytosolic proteins. In addition, we demonstrate that OA 

treatment induces a decrease in the 0-GlcNAc level : by analysis (i) with HPAEC ofthe beta­

eliminated products released from the tritiated galactose labelling on the cytosolic extracts and 

(ii) with 2D-electrophoresis of the two cytosolic extracts labelled by galactose transfer were 

performed. Incorporation of Gal was weaker on OA-rnodified Tau proteins as compared to 
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Figure 5- Two-dimensional electrophoresis analysis of Tau 441 variants 
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To investigate the balance between phosphorylation and glycosylation, cytosolic extracts were analyzed by 
two-dimensional electrophoresis as described under Materials and Methods. Tau proteins of the control 
and the OA treated cells were specifically detected with Ml9G pAb, which recognizes ail the isoforms of 
the Tau family, with ADI 294 mAb that specifically recognized an epitope in its phosphorylated form, and 
with Tau-1 that specifically bound an epitope in its non-phosphorylated form. WGA was also used to 
detect the 0-GlcNAc. (OA, treatment with OA for 4 hours). Note that WGA and Tau-1 antibodies bound 
to the iess phosphorylated tau isoforms, whereas ADI294 recognized the most acidic Tau isoforms. 
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control Tau. This observation confirms the decrease in the 0-GlcN Ac content previously 

observed with WGA staining. 

v- 2-D analysis of the nuclear Tau 441 proteins: influence of 

phosphorylation level on nuclear iocalization 

The nuclear Tau isofonns were analyzed by 2-D electrophoresis. M19G pAb and 

WGA were used in order to follow the becoming of the nuclear Tau isofonns after OA 

treatment. 

M19G pAb revealed different Tau isofonns with basic pi and apparent molecular weight of 67-

70 kDa (Fig. 7 A and B). These isofonns were less numerous in the nucleus after okadaic acid 

treatment. In the same way, WGA staining (Fig. 7C and D) shows that the same isofonns are 

revealed with WGA and M19G from treated cells or untreated cells. By opposition to previous 

results concerning the cytosolic Tau isofonns, ali these nuclear Tau fonns were also reactive 

with WGA. 
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Figure 6- Radiolabeled Galactose transfer onto Tau proteins. 
A- Radioactive [~-galactose was transferred by galactosyltransferase reaction onto the 0-ŒcNAc bearing cytosolic 

proteins of both control and OA treated cells. Release of the g1ycans by beta-elimination and measure of the released 
radioactivity. 

B- Two-di.men.si.onal electrophoresis analysis of the two cytosolic extrncts: detection of 0-GlcNAc Tau proteins. The 
galactose transfer experi.ment confumed the presence of 0-GlcNAc residues on tau proteins. 
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Figure 7- 2D analysis ofthe nuclear Tau proteins 
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The nuclear Tau isoforms were detected by both Ml9G pAb (Fig. 7A and B) and WGA (Fig. 7C and D) in 
nucleus fraction from control or OA treated cells. Note that after okadaic acid treatment, M 19G and WGA 
decrease in the same degree. 
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5- Discussion 

Our work focused on the relationship between glycosylation and phosphorylation of 

Tau proteins, a well-known phosphoprotein family implicated in the polymerization and 

stability of neuronal microtubules. Since the last ten years, phosphorylation of Tau proteins 

has intensively been studied by numerous laboratories. The phosphorylated sites were 

identified and the kinases involved in Tau phosphorylation were actively searched 

(Reviewed in Buée and Delacourte, 1999 [32]). A dysregulation of Tau proteins 

(hyperphosphOrylation and phosphorylation specifie to pathologies) occurs in numero us 

degenerative diseases and is now well documented [32]. On the contrary, 0-GlcNAcylation 

of Tau has been only reported on bovine Tau Protein [9]. Despite of an high homology 

sequence, bovine Tau proteins differ from the human ones by the number of major Tau 

isoforms ( 4 and 6 respectively) [33], by the possible insert of the sequence corresponding to 

the exon 8 due to the alternative splicing [34], by their immunoreactivity [35], and by their 

conformation [36]. As Tau proteins are involved in neurodegenerative diseases, and such 

diseases as Alzheimer' s disease are specifie to humans, it appears to us as important to 

verify that 0-GlcNAcylation also takes place on human Tau proteins. For that reason, we 

have chosen to study 0-GlcNAcylation and its relationship to phosphorylation in human 

neuroblastoma cells, namely Kelly cells, which could be efficiently transfected. Indeed, the 

surexpression of Tau by transfection improved the 0-GlcNAc residues detection. The 0-

GlcNAcylation of Tau proteins was demonstrated by its affinity to WGA lectin, by both co­

migration of M19G and WGA immunoreactive bands and by trapping Tau proteins with 

WGA-sepharose beads. This lectin is known to recognise 0-GlcNAc residues. Since 

GleNAc could also be associated with possible contaminant N-glycans, we confirmed that 

the Tau recognition by WGA was specifically directed to the 0-GlcNAc residues by 

demonstrating that i) the staining was persistent after PNGase F treatment and ii) it was 

abolished in presence of free GleNAc in the incubation buffer. These two controls are 

largely used in the literature as specifie tests. Furthermore, neuroblastoma cytosolic proteins 

could be specifically labeled by incorporation of eH]Galactose using the UDP-galactosyl 

transferase as described by Kearse et Hart, 1991 [27]. Beta-elimination and HPAEC 

confirmed that human Tau proteins bore 0-GlcNAc residues, and no other form of 

glycosylation, as numerous others proteins of cytoskeletal such as neurofilaments [11], 

MAPI, 2 and 4 [37] and bovine Tau [9]. 0-GlcNAc glycosylation is a dynamic process and 
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the most abundant form of glycosylation of proteins located within the nucleus and the 

cytosol. Ail proteins bearing 0-GlcNAc residues undergo reversible 

phosphorylation/dephosphorylation, form heteromeric complexes with other proteins. It has 

been speculated that this type of glycosylation shares similar features with protein 

phosphorylation [18] and mainly that it can reciprocally occupy the same or neighboring 

peptidic sites leading to the concept of a balance between phosphorylation and 0-GlcNAc 

glycosylation. In the Kelly neuroblastoma cell model, we demonstrated such a balance for 

Tau proteins by two types of experiments. 

A decrease in the WGA binding to Tau proteins was observed after treatment of the 

cells with okadaic acid. Okadaic acid is known to induce hyperphosphorylation of Tau 

proteins in different cellular model : neuroblastoma cells such as SY 5Y cells [8, 38], and 

LA-N-5 [39], rat cultured neurones [40], Cos [41], human brain slices [42]. Here we showed 

that hyperphosphorylation of Tau proteins also occurred in neuroblastoma Kelly cells, 

mainly by acidification of their pl, by an increase of their immunoreactivity with phospho­

positive dependent antibodies (ADI294) and by a decrease of their immunoreactivity with 

unphosphorylated epitope dependent antibody such as Tau-1. Interestingly, 

hyperphosphorylation occured on the cytosolic Tau 441 forms, whereas the content of these 

forms in 0-GlcNAc residues decreased as seen by a lower detection with WGA. In contrast, 

the ratio WGA/M19G was not changed for the nuclear Tau 441 forms by the OA treatment 

compared to control cells. Hyperphosphorylated Tau 441 proteins were less detected by 

WGA in comparison to untreated Tau proteins. This decrease was more pronounced in 

cytosolic fraction where a 75% decrease in WGA binding capacity was observed while the 

M19G recognition remained slightly modified. By opposition, in the nucleus M19G and 

WGA recognition decrease simultaneously (50%) and then the ratio WGAIM19G was the 

same for both the control and the okadaic acid treated cells. The balance between 

phosphorylation and 0-GlcNAc glycosylation was also obvious by 2-D western blots 

experiments. Indeed, WGA only bound the more basic Tau variants. These variants 

corresponded to the less phosphorylated forms as displayed by their binding to Tau-1 and 

not to ADI 294 antibodies, in both untreated and OA treated Tau. In nucleus, Tau level 

decreased in the same way as WGA reactivity. This probably means that Tau proteins were 

less efficiently translocated to the nucleus after hyperphosphorylation. Since mainly WGA 

binding decreased in the cytosol when compared to M19G pAb, we hypothesised that 

hyperphosphorylation blocked at least partially the 0-GlcNAc incorporation on Tau protein 
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and this resulted in a poor transfer of the protein into the nucleus. Both phosphorylation and 

0-GlcNAc glycosylation seemed to be involved in protein nuclear transport. Indeed, a 

relationship between phosphorylation level and nuclear localization was previously reported 

for numerous proteins as reviewed ·in [43], nevertheless the relationship between 

phosphorylation and 0-GlcN Ac glycosylation in this phenomenon has so far not been 

established. As an example yeast Pho 4 phosphorylation (on five serine residues) determines 

its localization in the cytosol whereas a dephosphorylation is accompanied by a nuclear 

localization. In the same way NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) is 

dephosphorylated by calcineurin after calcium activation, inducing its nuclear translocation. 

A role for 0-GlcN Ac glycosylation in the nuclear import cornes from experiments 

demonstrating the nuclear internalisation of serum albumin substituted with 13-di-N­

acetylchitobioside (GleNAc 13-1, 4 GleNAc) or a-glucosyl motif [22-24]. We recently 

demonstrated that experimental! y induced hyperphosphorylation of proteins interferes with 

their 0-GlcNAc glycosylation and simultaneously on their nuclear transfer [19]. This work 

constitutes the first demonstration that the phosphorylation 1 0-GlcNAc balance influences 

the nuclear localization of weil identified proteins, namely Tau proteins. 

Several papers reported the nuclear presence of Tau either in neuroblastoma cells 

[ 44, 45], either in non-neuronal cell-type [ 46, 4 7]. Tau has been located in nucleoli and more 

precisely in nucleolar organizer region of the acrocentric chromosomes. The biological 

significance of Tau isoforms in the nucleus has not yet been elucidated. Our results agreed 

with tho se of Tanaka et al. [ 48] who reported a preferential accumulation of Tau-1 immuno­

positive variants of Tau in nuclei. 

Contrary to the 72 kDa Tau isoform, no significant difference was shown in both 

pAb M19G and WGA staining for the small nuclear Tau isoform between control cells and 

OA treated cells. According to its apparent molecular weight, this small Tau variant 

probably corresponded to that detected by Shea and Cressman [3]. This small variant, as the 

variant described by Shea and Cressman, was only located in nuclei. It is detected by N­

terminal antibody (M19G) but also by C-terminal one (not shown). The fact that the OA 

treatment did not inhibit the cellular localization of this small Tau (Fig. 4D) and that the OA 

treatment did not disturb the nuclear localization of the majority of nuclear proteins as 

indicated by Ponceau red staining (not shown) suggests that the OA effect on Tau 441 

localization is directly dependent from the phosphorylation/glycosylation balance. This let 

us to suggest that the small and adult Tau isoforms access to the nucleus in two different 
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pathways: the 0-GlcNAc glycosylation and phosphorylation balance could contribute to 

maintain adult Tau isoforms (the 6 Tau isoforms from brain described in the literature) 

mainly in cytoplasm when allowing the passage of small Tau into the nucleus. Thus, 

phosphorylation of the cytoplasmic isoforms could act as a regulation factor for both their 

function and localization. The nuclear transfer of the small Tau, despite of its glycosylation 

and phosphorylation, could be attribute to its small molecular weight. Indeed it is known that 

proteins with a molecular weight lower than 40 kDa could reach the nucleus by direct 

passive diffusion. In this way, they did not need to through away the nuclear pore complex, 

known to be constituted by 0-linked N-Acetylglucosaminylated proteins [12, 13]. The 

nuclear transport seems to be dependent of the 0-GlcNAc residues on these proteins [49, 

50]. Then, it was hypothesised that lectins, for the first time characterized by Felin et al, 

[51], could act as shuttle between cytosol and nucleus. The second hypothesis concerning 

the transfer of small Tau was that another type of phosphorylation, not sensitive to OA, was 

involved in the control of the small Tau transfer. 

In conclusion, this paper clearly demonstrated that human adult Tau was 0-GlcNAc 

modified and that a balance occurred between phosphorylation and 0-GlcN Ac 

glycosylation. This article is the first report of a direct relationship between phosphorylation, 

0-GlcNAc glycosylation and nuclear localization. We reconfirmed the existence of a small 

nuclear form of Tau protein. This small nuclear Tau was also GleNAc modified but the 

glycosylation appeared insensitive to okadaic acid treatment. We may suggested that nuclear 

transport of Tau proteins was governed by two different processes : the first one concerned 

the adult Tau isoforms, whose transport depend from the phosphorylationlglycosylation 

balance, the second concerned the small Tau whose nuclear transport appeared independent 

of the phosphorylation process. The biological significance of these two mechanisms and the 

specifie function of the different Tau variants remain to be clarified. 
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K.Cl 16, Kelly Clone 16; PMSF, Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride; PBS, Phosphate-buffered 

saline; OTT, Dithiothreitol ; CHAPS, 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

propane-sulfonate ; Hepes, N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N' -[2-ethanesulfonic acid] ; AD, 

Alzheimer disease ; BSA, bovine serum albumin ; GleNAc, N-Acetylglucosamine ; TBS, 

Tris-buffered saline; PNGase F, Peptide-N-glycosidase F; WGA, Wheat germ agglutinin; 

SDS-P AGE, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis ; PB, Phosphate 

buffer ; OA, Okadaic acid; GTP, Guanosine 5'-Triphosphate ; PIPES, Piperazine-N, N' bis 
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I- Généralités sur Pax-6: un gène implique dans le developpement de ~~œil 

1- Introduction: ia famme des gènes Pax 

Les gènes Pax font parties d'une superfamiHe de genes du contrôle ' ' au 

développement La famiHe Pax est composée de plusieurs membres qui se caractérisent tous 

par la présenct: d'un domaine paired (PD) capable de se lier à r ADN, Les membres de cette 

superfamille ont une origine très ancienne (retrouver chez ies Cnidaires) et sont 

monophyhques (lvfiHer et al, 2000). En outre certains de ces membres possèdent un deu,'<.ième 

domaine de liaison à l'ADN : l'homéodomaine (h1J). Certains autres membres peuvent aussi 

contenir ou pas un octapeptide de fonction encore inconnue (Tableau V). 

Tableau V- Les gènes de la famme Pax 
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A ce jour, neuf gènes portant la séquence paired ont été caractérisés. Ce motif paired 

est retrouvé seul dans les gènes Pax-1, Pax-5 et Pax-8 ou en association avec 

l'homéobox dans les gènes Pax-3, Pax-4, Pax-6 et Pax-7 (Mansouri et al, 1996). Il a été 

démontré que des mutations dans trois des neuf gènes de la souris (Pax-1, Pax-3 et Pax-6) et 

deux des neuf gènes humains (PAX-3 et PAX -6) sont à 1' origine de défaillances lors du 

développement (Strachan et Read, 1994). 

Les gènes qui contiennent les domaines de liaison à l'ADN, PD et HD, ont des 

fonctions comparables entre la drosophile et les vertébrés. Il est d'ailleurs probable que la 

famille des protéines qui contiennent PD/HD a évolué à partir de molécules ne contenant 

qu'un HD et qui ont acquis un PD ou vice versa. 

2- Pax-6: un gène impliqué dans le développement de l'œil 

i- Défmition 

Pax-6 est un gène qui code pour des facteurs de transcription fortement exprimés 

dans l'œil, et dont la fonction est requise pour le développement de cet organe (Chow et al, 

1999). Il est conservé d'une manière extraordinaire au sein du règne animal (Salvini-Plawen 

et al, 1977), à tel point qu'on retrouve le gène orthologue du Pax-6 humain chez la souris. Les 

protéines Pax-6 contiennent à la fois les domaines de liaison à l'ADN, PD et HD, et peuvent 

ainsi s'y lier par PD, par HD ou par une interaction PD/HD (Desplan, 1997). Chez les 

vertébrés, Pax -6 s'exprime dans le système nerveux central (Walther et Gruss, 1991 ), la 

neurorétine (Martin et al, 1992) (Figure 15) et le pancréas endocrine (Turque et al, 1994 ). Il a 

d'ailleurs été démontré que Pax-6 est requis pour le développement des cellules alpha (St 

Onge et al, 1997). Ce gène s'exprime fortement dans la neurorétine d'embryon d'oiseau, 

notamment chez la caille (Carrière et al, 1993) où le gène homologue de Pax-6 est appelé 

Pax-QNR (Quai/ NeuroRetina). Des analogues de Pax-6 ont également été identifiés chez 

certains invertébrés (Halder et al, 1995) comme la drosophile, les vers nématodes et l'oursin. 

ii- Les produits du gène Pax-6 

Le gène homologue de Pax-6 a été caractérisé chez la caille: il s'agit de Pax-QNR. 

Ce gène code pour quatre protéines issues d'épissages alternatifs et d'initiations internes. Ces 

quatre isoformes sont appelées : p48, p46, p43 et p33/32 (Carrière et al, 1993). 
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Ces épissages ont tous lieu dans le domaine paired. Ainsi p48 conserve un exon 4a dans ce 

domaine, alors qu'il est épissé dans les autres isoformes; p43 perd lui une bonne partie de 

l'exon 5 et p32/33 est dépourvue du domaine paired (Figure 16). Les produits du gène Pax-6 

contiennent 2 sites de localisation nucléaire (NLS) : l'un dans le domaine paired, l'autre dans 

la portion amino-terminale de 1 'homéodomaine (Carrière et al, 1995). 

Des anticorps dirigés contre différents domaines des protéines issues du gène Pax -6 

de la neurorétine de caille ont pu être obtenus (Carrière et al, 1993). Les domaines reconnus et 

les protéines cibles sont indiqués dans le tableau VI ci-dessous : 

Tableau VI- Domaines des protéines issues du gène Pax-6 reconnus par différents 

anticorps 

Numéro du serum Domaine reconnu Protéines reconnues 

11 Paired ! p48, p46 et p43 
~ l 

12 Entre paired et homéo 1 

~p48, p46, p43 et p32/33 13 Ho méo 

14 C- terminal 1 ji 

iii-Localisation cellulaire des produits du gène Pax-6 

Les protéines p48 et p46 sont exclusivement localisées dans le noyau (100%) alors 

que les protéines p43 et p32/33 sont également retrouvées dans le cytoplasme (Carrière et al, 

1995). 

iv-Les domaines de liaison à l'ADN des produits du gène Pax-6 

Comme nous l'avons indiqué plus haut, les produits du gène Pax-6 contiennent deux 

domaines de liaison à l'ADN: le domaine paired (PD) de 128 acides aminés dans la portion 

amino-terminale, et 1 'homéodomaine de 60 acides aminés dans la portion centrale. Ces deux 

domaines (paired, homéo ou l'association des deux) reconnaissent des séquences différentes. 
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Le domaine de transactivation de la transcription est porté par la partie carboxy-terminale 

(Desplan, 1997). 

Le domaine paired est très conservé dans l'évolution, car on le retrouve chez la 

drosophile, l'homme, le rat, la souris, le poulet, la caille et le poisson zèbre. Dans Pax-6, il est 

structuré en deux sous-domaines amino- (PAl) et carboxy-terminal (RED) organisés en 

hélices-a. Ces deux sous-domaines sont chacun capables de reconnaître des sites distincts. 

Dans p48, le petit exon 4a introduit une séquence de 14 acides aminés entre les hélices 2 et 3 

du sous-domaine amino- terminal et annule la liaison à l'ADN (seul le sous-domaine carboxy­

terminal peut encore se lier à l'ADN). Dans p43, l'absence de l'exon 5 supprime les hélices 3, 

4 et 5, mais place par contre les hélices 1 et 2 en continuité avec 6 (hélice du sous-domaine C­

terminal), ce qui a pour effet la création d'un nouveau domaine de liaison à l'ADN, qui 

reconnaît alors une autre séquence (Plaza et al, 1996). De ces observations il ressort que les 

différentes protéines issues du gène Pax-6 ne reconnaissent pas la même séquence et n'ont pas 

la même fonction. Il a été démontré que les facteurs de transcription Pax-6 ne sont pas 

interchangeables. En effet, p48 ne peut pas remplacer p46 (anomalies oculaires), ce qui 

indique que les produits du gène Pax-6 ont des gènes cibles distincts (Plaza et al., 1996 ; 

Desplan, 1997). 

L'homéodomaine (HD) a été, depuis sa découverte en 1984, l'un des mieux étudiés. 

L'homéobox code l'homéodomaine, qui est aussi un domaine de liaison à l'ADN conservé 

avec un motif du type hélice/coude/hélice. C'est aussi l'un des motifs de liaison à l'ADN les 

plus archaïques puisqu'on le trouve dans certains bactériophages. Les gènes contenant 

1 'homéobox codent pour des facteurs de transcription régulés par le développement. 

3- Anomalies associées à des mutations du gène Pax-6 

Différentes mutations dans le gène Pax-6 ont été répertoriées (Strachan et Read, 1994 

; Plaza et al, 1996). Chez la souris ces mutations sont associées au mutant Small eye (Sey) 

(Hill et al, 1991). Le phénotype Sey/+ est associé à des malformations oculaires telles que la 

cataracte, la dislocation lenticulaire ou la lentille vacuolée, les petits yeux. Le phénotype 

Sey/Sey est, lui, associé à une mort néonatale, une absence totale d'yeux, une migration 

neuronale défectueuse. 

Chez l'homme, le gène peut lui aussi muter en AN2 (Glaser et al, 1994) pour 

mener à l'absence totale ou partielle d'iris (aniridie), à la cataracte, à une dislocation 

lenticulaire, à une dysplasie fovéale ou au glaucome. 
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Chez la drosophile le phénotype Eyeless est dû aussi à une mutation de Pax-6. 

Des défauts de développement du pancréas endocrine, dus à des mutations dans Pax-

6, ne sont observés que pour les homozygotes mutants. 

4- La régulation transcriptionnelle de Pax-6 

Pax-6 est sous le contrôle de deux promoteurs: PO et Pl (Plaza et al, 1995). Ces 

deux promoteurs sont inductibles : PO est inductible au moment de la différenciation 

neuronale. Le produit du gène c-m yb (proto-oncogène) exprimé dans la neurorétine, est 

capable d'activer ces deux promoteurs, mais p46 est aussi capable de maintenir l'activité de 

Pax-6 alors qu'aucun autre produit de Pax-6 n'en est capable (Plaza et al, 1993). Ceci pourrait 

constituer un élément de restriction tissulaire dans le maintien de 1' expression de ce gène, p46 

n'étant présent que dans les tissus dans lesquels le gène s'exprime. 

5- Les rôles de Pax-6 

Le gène Pax-6 s'exprime durant toutes les périodes qui vont couvrir la formation de 

la rétine et cette expression persiste une fois celle-ci différenciée, c'est la raison pour laquelle 

il est possible que les produits du gène Pax-6 remplissent des fonctions distinctes selon l'âge 

de la neurorétine. Il est probable aussi que les différentes isoformes issues du gène Pax-6 sont 

des facteurs de transcription qui ont des gènes cibles différents (Plaza et al, 1996). 

Pax-6 intervient aussi dans la prolifération cellulaire: p46 peut se fixer sur le 

promoteur du gène codant pour la protéine d'adhésion cellulaire LI-CAM (CAM: Cel! 

Adhesion Molecule) qui est présente dans la neurorétine et est impliquée dans les contacts 

intercellulaires (Chalepakis et al, 1994). Pax-6 est aussi requis pour l'expression du gène 

Msx-1 codant pour un facteur à homéodomaine répresseur de la différenciation cellulaire 

(Grindley et al, 1995). Enfin Pax-6 peut réguler le promoteur de gènes codant les cristallines, 

protéines s'accumulant en grande quantité dans le cristallin et responsables des propriétés 

optiques de celui-ci (Cvelkl et al, 1994). 
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Il-Résultats 

Le travail que nous avons effectué sur les produits du gène Pax:-6, gène impliqué dans le 

développement de 1' œil, se démarque un peu des travaux précédemment présentés dans les deux 

premières parties. 

Les résultats de ces travaux sont le fruit d'une étroite collaboration entre notre équipe et 

l'équipe du Dr Simon Saule, et plus particulièrement avec Manuella Bailly et Nathalie Planque, 

de l'Institut de Biologie de Lille (actuellement à l'UMR 146, Institut Curie Section Recherche 

d'Orsay). 

Ce travail est actuellement en version révisée dans : European Journal of Biochemistry. 

Nous avons démontré dans ce travail, en utilisant différentes approches expérimentales, 

que certains produits du gène Pax:-6 peuvent être modifiés par la 0-N-Acétylglucosaminylation. 

Les produits du gène Pax-6 ont été préparés par immunoprécipitation sur des extraits totaux de 

rétine de caille avec trois immunséra : l'immunsérum 11, dirigé contre le domaine paired, 

l'immunsérum 13, dirigé contre l'homéodomaine et pl3 représentant le sérum préimmun. 

La figure lB montre la révélation de certaines isoformes des produits du gène Pax:-6 par 

la WGA, après traitement par la PNGase F. La chasse de la fixation de la WGA par 0.2 M de 

GleNAc est représentée en figure 1 C, et le marquage des isoformes en e5S]Met/Cys est 

représenté en figure lA. On voit que seules les isoformes de 48/46 kDa sont révélées par la WGA 

en absence de sucre inhibiteur, démontrant ainsi leur glycosylation par la GleNAc en position 

terminale sur des glycannes 0- liés. Aucune glycosylation n'est détectée sur les isoformes de 43 

kDa et de 32/33 kDa. 

Un marquage par le eH]galactose a été effectué en utilisant la galactosyltransférase 

bovine sur les différents immunoprécipités (Figure 2). Cette expérience confirme la présence de 

GleNAc terminale sur les isoformes p48/p46. De même, comme pour l'expérience avec la WGA 

de la figure 1, les isoformes de 43 kDa et de 32/33 kDa n'ont pas été détectées. 
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Afin de démontrer la présence de 0-GlcNAc sur les isoformes des produits du gène Pax-

6, les rétines ont été incubées avec de la [14C]GlcNH2 pendant 24 heures dans un milieu appauvrit 

en glucose. La figure 3 montre l'autoradiographie des gels SDS-PAGE 12.5% après 

immunoprécipitation des extraits totaux de rétines avec l'immunsérum 11 et le préimmunsérum 

pl3. On retrouve la bande de 46/48 kDa, mais rien n'est détecté pour la bande de 43 kDa. 

Sur ces mêmes échantillons une béta-élimination en milieu réducteur a été effectuée (on obtient 

ainsi la forme -itol, c'est à dire la forme réduite des sucres). Les produits ont ensuite été dessalés 

sur papier et la nature des sucres béta-élimininés a été déterminée par HP AEC. 

La comparaison des chromatogrammes par rapport à des -itols standards nous indique la présence 

unique de 0-GlcNAc sur les formes 48/46 kDa des produits du gène Pax-6 (Figure 4). 

Des extraits nucléaires de rétine ont été enrichis sur WGA immobilisée sur des billes de 

sépharose. Après lavage, les précipités ont été repris dans du tampon de Laemmli et soumis à une 

électrophorèse en SDS-PAGE à 12.5% puis à un électrotransfert. Les protéines retenues sur 

WGA-sépharose ont été révélées par un anticorps dirigé contre le domaine carboxyterminal des 

produits du gène Pax-6. Un témoin négatif a été fait sur des cellules NIH3T3 qui n'expriment pas 

les produits du gène Pax-6. Des contrôles ont été également faits sur des extraits totaux de rétine 

et de cellules NIH3T3 (Figure 5). 

Il n'y a aucune révélation des pistes NIH3T3. Par contre sur la piste 3 toutes les isoformes des 

produits du gène Pax-6 sont visibles : c'est à dire les isoformes de 48, 46, 43 et 32/33 kDa. Cette 

expérience indique que toutes ces isoformes sont présentes dans le noyau des rétines. Par contre 

la première piste montre clairement que seules deux isoformes sont retenues sur WGA­

sépharose: les isoformes de 48 et 46 kDa (celle de 43 kDa n'apparaissant que très faiblement). Il 

faut noter que seules les deux iso formes de 48 et 46 kDa sont localisées à 1 00% dans le noyau, 

les autres ont une co-localisation cytosolique et nucléaire. On peut déduire de cette manière que 

la glycosylation des produits du gène Pax-6 est localisée principalement dans le domaine paired. 

Les isoformes de 32/33 kDa sont dépourvues de domaine paired et ne sont pas retenues sur 

WGA-sépharose: on peut penser que la glycosylation des produits du gène Pax-6 se localise 

principalement dans ce domaine. 
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La figure 6A présente la fluorographie des extraits totaux de cellules de réticulocyte, 

marquées à la L-[35S]methionine, n'exprimant chacune qu'une seule des isoformes des produits 

du gène Pax-6: elles sont notées p30, p43, p46 et p48 (pSG5 n'exprime aucune de ces 

isoformes ). La figure 6B représente la même expérience mais après incubation des extraits avec 

de la WGA-sépharose. 

On remarque que contrairement aux expériences précédentes on retrouve toutes les isoformes des 

produits du gène Pax-6 retenues plus ou moins sur WGA-sépharose: elles sont donc toutes 

glycosylées. Malgré cela des mesures de densitométries montrent que seules 3% des isoformes de 

48, 46 et 43 kDa existent sous la forme glycosylée, et seules 1% des isoformes de 32/33 kDa sont 

glycosylées. Le fait de retrouver toutes les isoformes glycosylées dans le réticulocyte et pas dans 

la rétine peut s'expliquer par le fait que dans les deux types cellulaires, l'un étant la cellule 

d'origine (la rétine), 1' autre, une cellule transfectée (le réticulocyte ), la glycosylation peut se faire 

de manières différentes: soit parce que le matériel enzymatique n'est pas le même ou parce que 

le repliement ou la structure tridimensionnelle des produits du gène Pax-6 n'est pas la même dans 

les deux types cellulaires. Malgré tout il semble bien que là aussi, la glycosylation se fasse bien 

de manière préférentielle dans le domaine paired (1% des formes tronquées, dépourvues du 

domaine paired, contre 3% des autres formes). 

Des extraits de réticulocyte exprimant l'isoforme p46 et des extraits de réticulocyte n'exprimant 

aucune isoforme, pSG5, ont été incubés avec une sonde ADN spécifique de p46: e2P]-P6CON. 

Ces extraits ont ensuite été incubés avec de la WGA-sépharose (Figure 6C). On démontre ainsi 

que les formes glycosylées de Pax-6 sont capables de fixer une sonde d'ADN spécifique et que 

les résidus de 0-GlcNAc sont toujours accessibles à la WGA ce qui suggère que ces résidus de 

0-GlcNAc n'interviennent pas directement dans l'interaction ADN-p46. On peut imaginer que 

ces résidus de 0-GlcNAc serviront à la fixation d'autres facteurs intervenant dans le mécanisme 

transcriptionnel. Il a été en effet démontré que des isoformes de Pax-6 exprimées chez E. coli 

(donc non glycosylées) se fixent aussi sur une sonde spécifique d'ADN. 

Nous avons tenté d'identifier les sites de glycosylation sur les produits du gène Pax-6 à 

partir de la séquence primaire de p46 (Table 1) en nous appuyant de séquences connues 

d'addition de 0-GlcNAc. Nous remarquons que c'est le domaine carboxyterminal (domaine à 

l'origine de la transactivation transcriptionnelle) qui offre le plus de sites de 0-N-
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Acétylglucosaminylation. Or nous avons montré plus haut que les sites de glycosylation se 

retrouvaient plutôt sur le domaine Paired (2 sites probables ici). Ces différences entre la théorie et 

la pratique peuvent s'expliquer par le fait que (i) le domaine carboxyterminal n'est pas 

glycosylable en réalité par le biais de son inaccessibilité à la 0-GlcNAc transférase ou bien (ii) 

que ce domaine carboxyterminal n'est seulement accessible que dans les formes tronquées (pour 

les réticulocytes). 

En conclusion, dans cette étude nous avons démontré que certains produits du gène 

Pax-6, exclusivement nucléaires étaient modifiés par la 0-GlcNAc. Cette glycosylation, 

probablement située dans le domaine paired majoritairement, ne semble pas indispensable à la 

liaison des facteurs de transcription à l'ADN. Il faudrait maintenant décrire la fonction de la 0-

GlcNAc dans les produits du gène Pax-6. Malheureusement nous sommes pour l'instant très 

limités dans les exercices de transcription avec Pax-6 puisque des modèles de transcription in 

vitro n'existent pas pour ce gène. 

Résultats et travaux personnels 133 



0-Glycosylation of the QNR Pax products 

III- 0-GLYCOSYLATION OF THE NUCLEAR FORMS 

OF P AX-6 PRODUCTS IN QUAIL NEURORETINA 

CELLS 

Tony LEFEBVRE*, Nathalie PLANQUEU, Denis LELEU*, Manuella BAILLYt, Marie­

Laure CAILLET -BOUDIN-J, Simon SAULE t~ and Jean-Claude MICHALSKI*1 

*Unité Mixte de Recherche 8576 du CNRS, Laboratoire de Chimie Biologique, 59655 Villeneuve 

d 'Ascq, France 

t CNRS EP560/Institut Pasteur, Institut de Biologie, I Rue Calmette, BP447, 59021 Lille cedex, 

France 

~present address: UMR 146 Institut Curie Section Recherche, Bât 110 91405 Orsay cedex 

France 

-JINSERM U422, Place de Verdun, F-59045 Lille cedex, France 
1To whom correspondence should be addressed : Unité Mixte de Recherche 8576 du CNRS, 

Laboratoire de Chimie Biologique, 59655 Villeneuve d' Ascq, France. 

Tel33-3-20-43-41-46; Fax 33-3-20-43-65-55 

E-mail J ean-Claude.Michalski@univ-lillel.fr. 

Running title : 0-Glycosylation of the quail Pax-6 products 

Key words: 0-GlcNAc, nucleus, transcription factors, Pax-6 products, Quail neuroretina. 

Résultats et travaux personnels 134 



0-G/ycosy/ation of the QNR Pax products 

1- Abstract 

0-linked GleNAc is the major glycan structure of cytosolic and nuclear proteins. While 

the physiological roles of 0-GlcNAc have not been yet established, many authors postulate that 

this glycosylation function as an antagonist to phosphorylation by competing for the same sites 

and that it modulates the nucleo-cytoplasmic transport and the assembly of multimeric protein­

protein complexes. Many transcription factors have been shown to be 0-GlcNAc modified in 

transfected insect celllines but rarely demonstrated in the original cells. In this work for the first 

time, we demonstrate the 0-GlcNAc modification of the p48/p46 Pax-6 gene (a developmental 

control gene involved in the eye morphogenesis) products in the quail neuroretina. In conjunction 

with a systematic PNGase F treatment, we used wheat germ agglutinin binding, in vitro labeling 

with bovine galactosyltransferase, and labeling of cultured quail neuroretina with [14C]Glc.Mh 

Glycosylated forms of Pax-6 proteins were found in the nucleus of the neuroretina cells. WGA­

selected Pax-6 proteins produced in the reticulocyte lysate were able to bind a DNA target, 

similar to the unglycosylated form. The 0-GlcNAc may however modulate protein interactions, 

mainly with other factors involved in the transcription process. Characterization of J3-eliminated 

products clearly demonstrates that N-Acetylglucosamine is directly linked to serine or threonine 

residues. Examination of Pax -6 primary sequence allowed us to determine potential 0-GlcN Ac 

attachment sites. Most of these expected glycosylation sites appear to be linked to the two DNA 

binding domains and to the carboxyterminal transactivation domain, while experimental evidence 

taken from WGA-selected proteins experiment points in favor of a major localization sites on the 

paired-box domain. 
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2- Introduction 

For a long time glycosylation was thought to be restricted to proteins confined to the cell 

surface or within the lumen of intracellular organelles. This view was govemed by our 

understanding on the biosynthetic pathways of N- or 0-Glycans. But since fifteen years, the 

existence of a major form of glycosylation found within the cytosol and the nucleus has been 

established :the 0-linked N-Acetylglucosaminylation (0-GlcNAc) [1, 2]. 0-GlcNAc is fonned 

by the addition of a single N-Acetylglucosamine onto serine or threonine residues. More than 

hundred nuclear and cytoplasmic proteins are modified with 0-GlcNAc, but only a few have yet 

been identified, including cytoskeletal proteins (keratins [3], neurofilaments [4]), nuclear pore 

proteins [5, 6], adenovirus fiber [7], severa! transcription factors including Sp1 [8], c-myc [9], 

SV40 Large-T antigen [10]. Interestingly ail of the 0-GlcNAc modified proteins that undergo 

reversible phosphorylation/dephosphorylation, form heteromeric complexes with other proteins, 

and most translocate between the cytosol and the nucleus. Particularly, it has been speculated that 

this type of glycosylation shares common features with protein phosphorylation [11]. For 

example, it has been demonstrated that c-Myc, a helix-loop leucine zipper phosphoprotein that 

heterodimerizes with Max and regulates gene transcription, is modified with 0-GlcN Ac on a 

known in vivo glycogen synthase kinase 3 phosphorylated site (Thr 58) [12]. In a previous report 

we demonstrated that okadaic acid, an inhibitor of serine/threonine phosphatases (PP 1, PP2A and 

2B), induces a decrease of the protein 0-GlcNAc level [13]. In addition, using the potent peptide 

0-GlcNAc-p-N-acetylglucosaminidase inhibitor, 0- (2-Acetamido-2-deoxy-D­

glucosaminopyranosylidene)-amino-N-phenylcarbamate (PUGNAc), Haltiwanger et al, [14] have 

demonstrated a 2-fold increase of the 0-GlcNAc level and a reciprocal decrease in the phosphate 

incorporation concomitant to an increase on GleNAc on the Sp1 transcription factor. These 

results could be interpreted by a competition between 0-GlcNAc and phosphate for the same 

attachment sites on proteins. Using a metabolic pulse-chase labeling of U373-MG astroglioma 

cells, Roquemore et al, [15] indicated that the turnover of the 0-GlcNAc carbohydrate is dynamic 

and proceeds much more rapidly than turnover of the protein backbone itself, consistent with a 

regulatory role for 0-GlcNAc on ap-Crystallin a newly recognized member of the small heat 

shock protein family. Other authors make the hypothesis that 0-GlcNAc may play a role in the 

nuclear transport of cytosolic proteins : Duverger et al, [ 16, 17, 18] have demonstrated a sugar-
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dependant transport of proteins, and Finlay et al, [19] have shown a specifie inhibition of the 

nuclear transport by WGA and not by other lectins. 0-N-Acetylglucosaminylation has also an 

effect on transcriptional regulation by RNA polyrnerase II, which is itself modified with this type 

of glycosylation on the carboxyterminal tandem repeats [20]. This post-translational modification 

similarly to phosphorylation, could modulate protein-protein interactions. The hypothesis was 

made that removal of 0-GlcNAc from an interaction domain could be a signal for protein 

association. Roos et al, [21] have demonstrated that 0-GlcNAc inhibits interactions between Spi 

and Drosophila TAFIIO or holo-Spl. 

The enzymes which add and remove 0-GlcN Ac are known. The first one, the uridine diphospho­

N-Acetylglucosamine : Polypeptide ~-N-Acetylglucosaminyltransferase (0-GlcN Ac transferase), 

is a soluble and very large (340 kDa) enzyme [22]. It was purified from rat liver cytosol. The 

second one, the 0-N-Acetyl-~-D-glucosaminidase was purified from the rat spleen cytosol [23]. 

There is no strict consensus sequence for 0-GlcNAc addition but the 0-GlcNAc transferase needs 

a Ser/Thr rich sequence or the PV(S/T) type sequence. 

The paired-class transcription factor Pax-6 is a master control gene for eye morphogenesis in 

both invertebrates [24] and vertebrates [25]. Mutations in the Pax-6 gene are associated with the 

mouse mutant small eye [26] and the corresponding human gene (AN) has been found deleted or 

mutated in aniridia [27]. Pax-6 is reported to be expressed in the developing central nervous 

system [28], in the endocrine pancreas and to be critical for a-cell development [29]. The quail 

homologue of Pax-6 termed Pax-QNR [30], encodes five proteins through alternative splicing 

and internai initiations [31]. Three proteins of 48, 46 and 43 kDa contain the paired domain, 

while two proteins of 33 and 32 kDa are devoid of this DNA-binding domain. Ali these proteins 

contain another DNA-binding motif, the homeodomain. The homeobox encodes the 

homeodomain, a conserved DNA-binding domain with a helix-turn-helix motif [32]. The p46 

encodes a transcription factor able to positively regulate the Pax-6 promoters [33, 34] and 

glucagon gene [35]. Pax-6 encodes serine and threonine phospho-proteins [31]. 

In this study, using a combination of different techniques, we demonstrate that the Pax-6 

gene products are modified with 0-GlcNAc, more probably in the paired box domain, and that 

the modified protein are present in neuroretina nuclear extract. After in vitro binding experiment 

with a target DNA, the 0-GlcNAc motifs remain available for interaction with other transcription 

factors. 
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3- Materials and Methods 

i- Cells 

N euroretinas were dissected from quail embry os from day 4 to hatching. Quail embry os 

cells cultures were maintained and passed in Dulbecco Modified Eagle's Medium supplemented 

with 1 0% fetal calf serum. 

For e5S]Cys/Met labeling, 10 7 cells were incubated in a medium depleted for Cys/Met for 10 min 

and then incubated for lh at 37°C with 250J.LCi of Mix e5S]Cys/Met. For [14C]Glucosamine 

labeling cells are incubated in a glucose poor medium (1/3) with 25J.LCi e4C]Glucosamine 

ovemight at 3 7°C. 

ii- Antibodies used 

The different rabbit anti-Pax-6 sera used were the following : the serum 11, directed 

against the paired domain, the serum 13 against the homeodomain, the serum 14 against the 

carboxyl terminus and preimmune serum 13. 

iii- Lysate and Immunoprecipitation 

Cells were washed with Phosphate buffered saline (20 mM phosphate, 150 mM NaCl 

pH 7.5) and then incubated in the lysate buffer (lûmM Tris-HCl, 150mMNaCl, EDTA lmM, 1% 

v/v Triton Xl 00, 0.5% sodium desoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 0.5% aprotinin pH 

7.4) for 5 min. The extract was centrifuged at IOOOOOg for 30 min at 4°C. 

The lysate was incubated overnight at 4°C with the different rabbit anti-Pax-6 sera 

described above. Then protein A sepharose was added at a 50% v/v for 30 min at 4°C and the 

complex was washed successively with lysate buffer (RIPA), RIP A/NaCl (lysated buffer with 

350mM NaCl), RIPA/TNE and TNE (lûmM Tris/HCl, 150mM NaCl, lmM EDTA, 0.5% 

Aprotinin pH7.4). 
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iv-PNGase F digestion 

Samples were systematically digested with PNGase F (BioLabs) as describe by the 

manufacturer's recomrnendations. SDS was added at a final concentration of 0.5% and samples 

were boiled 5 min at 100°C. Nonidet P40 was added at a final concentration of 10% (v/v) in 

order to neutralize SDS. Buffer G7 (Phosphate buffer pH7.5) was finally added to a final 

concentration of0.05M and PNGase F was added overnight at 37°C. 

v- Labeled galactose transfer on GleNAc residues with galactosyl transferase 

Galactosyltransferase is a specifie and sensitive probe frequently used in the detection of 

0-GlcNAc on cytosolic and nuclear proteins [36, 37]. Samples were added to an equal volume of 

sample buffer (56.25 mM Hepes, 11.25 mM MnC12, 250 mM galactose and 12.5 mM AMP, pH 

7) with proteases inhibitors (1mM PMSF and 5J.!g/ml of leupeptin and pepstatin - Sigma). 0.025 

U of bovine milk GleNAc B-1,4-galactosyltransferase (Sigma) and 5 J.!CÏ of UDP-[6_3H]Gal 

(Amersham) were finally added to initiate the reaction. The samples were incubated at 37°C for 2 

hours. 

vi-N uclear extracts preparation 

Neuroretina cells pellet was recovered in ice in ten volumes ofbuffer (300 mM sucrose, 

60 mM KCl, 15 mM NaCl, 0.15 mM spermine, 0.5 mM spermidine, 14 mM 2-mercaptoethanol, 

0.5 mM EGTA, 2 mM EDTA and 15 mM Hepes, pH 7.9). After 5 min incubation, 0.3% NP40 is 

added and incubated 5 min in ice. The cells were centrifuged at 1 0000 g for 1 min. After a careful 

elimination ofthe supernatant, the pellet is dissolved in 9 volumes ofbuffer (1.1 M urea, 330 mM 

NaCl, 1.1 % NP40, 27.5 mM Hepes, pH 7.6) and incubated 15 min in ice. The nuclei are 

centrifuged 15 min at 1 000 g and the supernatant is dialysed 4 hours against 20 mM Hepes, pH 

7.9, 60 mM KCl, 20 % glycerol, 0.25 mM EDTA and 0.125 mM EGTA. Ali the buffers are 

supplemented with proteases inhibitors. 
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vii- Polyacrylamide gel electrophoresis, western blotting 

The immunoprecipitated proteins were separated on 12.5 % SDS/P AGE [38] without 2-
R 

mercaptoethanol, coomassie blue stained, dried under vacuum and then exposed on Biomax film 

for the radiolabeled proteins, or electrophoretically transferred on nitrocellulose membrane 

(Schleicher & Schuell) and analyzed by western blot for the non-radiolabeled proteins. Western 

blots were performed with nuclear extracts or WGA-selected nuclear extract proteins boiled in 

loading buffer, subjected to SDS-PAGE and electrophoretically transferred to Immobilon 

membranes (Millipore). Filters were incubated for 60 min in blocking buffer (5% non-fat dry 

milk in PBS). Filters were then placed overnight in blocking buffer containing rabbit serum 

diluted 1: 200 (v/v) in TBS-Tween, followed by 30 min washing in blocking buffer, 0.1% Tween 

20. Bound antibodies were revealed with an ECL kit (Amersham). 

Western Blots with Wheat Germ Agglutinin were saturated in 3% BSA in TBS-Tween 

(15 mM Tris, 140 mM NaCI, 0.05% (v/v) Tween) for 45 min and washed three times for 15 min 

with TBS-Tween [39]. Horseradish peroxidase labeled Wheat Germ Agglutinin was incubated in 

TBS-Tween (1110000) for 1 hour. Blots were washed 3 times with TBS-Tween for 15 minutes 

and detection was done with the ECL Western blotting detection reagent (Amersham). 

In order to control Wheat Germ Agglutinin specificity and avoid non-specifie lectin 

binding, control chase experiments were performed, where 0.2M free N-Acetylglucosamine was 

added together with WGA for 1 hour. 

viii- 13-elimination and saccharide analysis of the Pax-6 products 

After labeling with 50J..LCi e4C]Glucosamine and immunoprecipitation of the Pax-6 

products, 13-elimination was performed on the samples with lM sodium borohydride and O.IM 

NaOH at 37°C for 72 hours. The reaction was stopped by dropwise addition of ice-cold acetic 

acid, under stirring, until pH 5.0. The 13-eliminated product was dried several times under vacuum 

with anhydrous methanol in order to remove borate as its methyl ester and then was desalted by 

descending paper chromatography on Whatman 3 MM paper in a n-butanol/ethanol/water (4/111) 

(v/v/v) solvent. Radioactivity was detected after cutting the lanes into l-em pieces and counting. 

Radioactive fractions were eluted from corresponding regions with water, lyophylisated and then 

Résultats et travaux personnels 140 



0-Glycosy/ation of the QNR Pax products 

the 13-eliminated products were finally analyzed on High pH Anion Exchange Chromatography 

(HP AEC) [ 40] on a Dionex HPLC system equipped with a model P AD2 pulsed amperometric 

detector (Dionex Corp., Sunnyvale, CA). The column was a Carbopac -PA-l (4 X 250 mm) 

pellicular anion exchange column with a P A-1 guard column ( 4 X 50 mm). The column was 

eluted at a flow rate of lml/min with 15 mM NaOH. Fractions were collected, and radioactivity 

was measured by liquid scintillation counting. 

ix- In vitro transcription 

The different Pax-6 coding sequences cloned in pSG5 [33] were transcribed in vitro 

using T7 polymerase according to the manufacturer's specifications (Promega). Proteins were 

translated in vitro using a rabbit reticulocyte lysate in the presence of L-e5S]methionine 

(1000Ci/mmol, Amersham). Ten microliters of extracts containing labeled proteins were 

incubated for 1 hour at 4°C in 0.5 ml of25mM HEPES pH 7.5, 12.5 mM MgCh, 150 mM KCl, 

0.1% Nonidet P40, 20% glycerol with WGA sepharose beads. The beads were washed four times 

with NETN buffer (100 mM NaCl, 1mM EDTA, 20mM Tris/HCI pH 8, 0.5% Nonidet P40) and 

bound pro teins were released by heat denaturation, analysed on a 1 0% SDS gel incubated in 16% 

sodium salicylate, dried and subjected to autoradiography. The percentage of bound radioactivity 

was calculated using Phosphorlmager (Molecular Dynamics ). 

x- Pax-6-DNA binding assays 

The DNA-binding procedure was carried out as previously described [41] using the 

P6CON probe, a specifie DNA sequence known to be recognized by p46 [42] and WGA-selected 

p46 protein produced in reticulocyte lysates. 

To prepare the DNA probes, an oligonucleotide containing the P6CON binding site 5'­

GGATGCAATTTCACGCATGAGTGCCTCGAGGGATC-3' ant its complementary strand were 

synthesized, annealed and used as DNA probe after 5' end labelling. lO!ll of reticulocyte lysate 

expressing the expected Pax-6 isofonns were incubated 1 hour at 4°C with 40 !J.l of WGA beads 

in 500 !J.l ofbuffer A (25 mM Hepes pH 7.5, 12.5 mM MgCh, 150 mM KCI, 0.1% NP40 and 20 

% glycerol) [43] followed by 3 washes in buffer B (20 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM KCI, 0.5 
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mM EDTA, 0.1 mM EGTA and 20% glycerol). The beads were then incubated in 10 J..Ll ofbuffer 

C, 1 J..Ll pol y dldC at 1 mg/ml and 5 ng of 32P labeled P6Con probe for 10 min at room 

temperature. Beads were then washed 4 times in buffer D (1 0 mM Tris/HCl pH 8, 50 mM NaCl, 

0.5 mM EDTA and 0.1 % NP40) and recovered with 30 J..Ll of the same buffer and the labeled 

DNA was recovered by phenol/chloroform extraction and loaded on a polyacrylamide gel in 

Tris/borate/EDTA buffer. 
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4- Results 

i- Pax-6 products are specifically bound by WGA 

In arder to detect the Pax-6 products, QNRs were isolated and labeled with e 5S]Cys/Met 

for 1 hour. SDS-PAGE analysis of Pax-6 products immunoprecipitated with serum 11 ( directed 

against the paired domain) revealed a predominant doublet with an apparent molecular weight of 

48 and 46 kDa respectively and a minor protein of 43 kDa (Fig. lA). The same proteins were 

recognized with immune sera 13 (directed against the homeodomain) but not the pre-immune 

sera p13. Sera 13 also revealed a band of approximately 32/33 kDa. These immunoprecipitated 

were electro-transferred onto a nitrocellulose sheet and checked for the presence of GleNAc by 

western blotting with peroxidase labeled Wheat Germ Agglutinin (WGA). Since GleNAc 

residues recognized by WGA may be either N- or 0- Glycans linkages, the samples were 

PNGase F digested before electrophoresis. 

The 48/46 kDa double band was stained by WGA but no staining of the 43 nor 32/33 

kDa minor bands (Fig. lB) could be observed. The WGA binding was inhibited by co-incubation 

with 0.2 M free GleNAc, a competitive inhibitor of WGA (Fig. 1C). These experiments 

demonstrate that the 48/46 kDa sized Pax-6 products express 0-linked terminal GleNAc. 

ii- ln vitro labeling of Pax-6 products with galactosyltransferase 

In arder to confirm the 0-N-Acetylglucosaminylation of Pax-6 products, an in vitro 

labeling approach was used. Bovine galactosyl transferase specifically transfers a eH]galactose 

residue from UDP-eH]galactose on terminal GleNAc with a 13-1,4 linkage. After PNGase F 

treatrnent the different immuno-precipitates (sera 11 and 13, and pre-immune serum 13) were 

incubated with galactosyltransferase for 4 hours. These immunoprecipitates were further 

analyzed by a 12.5% SDS-PAGE followed by fluorography (Fig. 2). Galactose incorporation was 

observed for the 46/48 kDa band, but not for the 43 and 33/32 kDa isoforms. 

This experiment confrrrns the previous WGA staining results, and strongly asserts the 

occurrence of covalently attached terminal GleNAc on QNR-Pax products 0-Glycans. 
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Figure 1- Pax-6 products are specificaUy bound by WGA 
Pax-6 products were immunoprecipitated with serum 11 (directed against the paired domain), immune sera 13 ( directed against the 
homeodomain) and a control was done with pre-immune sera pl3. These irnmunoprecipitated were submitted to a 12.5% SDS­
PAGE followed by electro-transferred onto a nitrocellulose sheet and study by autoradiography (Fig. lA) for P5S]Cys/Met-labeled 
Qi\1Rs or by western blotting with peroxidase labeled-Wheat Germ Agglutinin (WGA) according to their terminal GleNAc content 
(Fig. IB). To avoid terminal N-linked GleNAc recognition, samp!es were treated \Vith PNGase F which specifically released N­
Glycans. To ensure that recognition by WGA is specifie, WGA was co-incubated with 0.2 M GleNAc (Fig.lC). 
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iii- C4C]GlcNH2 incorporation on the ceH culture 

QNR were specifically radiolabeled with [14C]GlcNH2 ovemight. After 

immunoprecipitation with serum 11 and pre-immune serum 13, and PNGase F treatment, QNR­

Pax products were analyzed on a 12.5% SDS-PAGE gel and visualized by fluorography (Fig. 3). 

A staining was observed for the 48/46 kDa band but the p43 band remained undetectable 

confirming the previous experiments. 

iv-Determination of the nature of the terminal 0-linked GleNAc 

To clearly establish the nature of the saccharide attach to Pax-6 products, the e4C] 

glucosamine-labeled Pax-6 products were subjected to alkaline treatment in the presence of an 

excess of sodium borohydride in order to release the 0-linked glycans from the proteins. The 

released saccharides were analyzed by HP AEC. Figure 4 (A= pre-immune serum 13, and B= 

immune serum 11) shows that when compared to the different standards a single peak 

corresponding to [14C]-N-Acetylglucosaminitol was detected. This clearly indicates that this 

glycosylation consists of single N-Acetylglucosamine residue directly 0-linked on serine or 

threonine of the QNR Pax-6 products peptidic backbone. No longer oligosaccharides were 

observed. 

v- Pax-6 products are specifically recognized by WGA in the neuroretina 

nuclear extracts 

We previously reported that the different Pax-6 proteins exhibit distinct nuclear 

localization signais and distinct subcellular localization and that p48 and p46 were exclusively 

found into the nucleus whereas the p43 and paired-less p32/33 proteins were localized both into 

the nucleus and the cytoplasm [31, 33]. We thus address the question whether the glycosylated 

form of this transcription factor could be found into the nucleus. As shown in Figure 5, 

neuroretina nuclear extract incubated with WGA-sepharose retain the p48 and p46 Pax-6 
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Figure 2- In vitro labeling ofPax-6 products with galactosyltransferase 
To confirm that Pax-6 products are glycosylated with terminal GleNAc on 0-linked glycans, we used 
the bovine galactosyl transferase which specifically transfer a [3H]galactose residue :from UDP­
[ 3H]galactose on terminal G lcN Ac with a ~-1 ,4 linkage. After treatment with PN Gase F the different 
immuno-precipitates (with sera 11 and 13, and pre-immune serum 13) were incubated with 
galactosyltransferase for 4 hours and these immunoprecipitates were analyzed by a 12.5% SDS-PAGE 
followed by fluorography. 
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Figure 3- Incorporation of [l 4C]GicMI2 in the culture cens 
Ql\TR.s were specifically radiolabeled with [l4C)GlcNH2 ovemight in a glucose poor medimu. After 
immunoprecipitation with serum 11 and pre-immune serum 13, treatmentwith PNGase F, QNR-Pax 
products were analyzed on a 12.5% SDS-PAGE gel and visualized by fluorography. 
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Figure 4- Determination ofthe nature of the terminal 0-!inked GleNAc 

To determine the type of saccharide bound on Pax-6 products, the [
14

C]glucosamine-labeled Pax-6 products were 
subjected to alkali-induced 13-elimination in the presence of excess sodium borohydride to release 0-linked sugars to the 
proteins. The released saccharides were analyzed by HPAEC. (1; Glucosaminitol, 2; lactosaminitol, 3; Glucosamine). A= 
pre-immune serum 13, and B= immune serum 11. 
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isoforms. In contrast, the p43 is only very faintly detected and the paired-less proteins observed 

in the total nuclear extract are undetected after WGA-enrichment suggesting that in the nucleus 

the Pax-6 proteins were essentially glycosylated in the paired domain. NIH3T3 nuclear extracts 

were used as negative controls. According to Xu and Saunders, NIH3T3 cells did not contains 

Pax-6 products [44]. 

vi-WGA-selected Pax-6 proteins bind DNA efficientiy in vitro. 

p53 specifie DNA binding has been reported to be modulated by 0-glycosylation at the 

carboxy-terminus [45]. Therefore, we tested whether the WGA-selected Pax-6 isoforms were still 

able to bind their target DNA in vitro. Reticulocyte lysates programmed with Pax-6 R.NA 

encoding each a distinct isoform (Figure 6A) were incubated with the WGA-sepharose in order to 

recover the glycosylated proteins (Figure 6B). 3% of the paired-containing proteins were 

recovered after incubation with the WGA beads and only 1% of the paired-less proteins. In 

contrast to the previous experiments, and especially the results presented in Fig. 5 where the p43 

and p32/33 bands are easily detectable, ali the QNR Pax isoforms were glycosylated. This may be 

explains by the difference between the two cellular systems : only p48 and p46 are effectively 

glycosylated in the original cell (Quai! Neuroretina) while ali of the isoforms are glycosylated in 

the reticulocyte. This observation could reflect a difference in the enzymatic content of the 

different cells, or more probably may be related to a difference in the protein conformation in 

both cell types. 

The WGA-selected p46 proteins or, as control, reticulocytes programmed with an empty 

pSG5, were incubated with 32P-labeled P6CON, a specifie DNA sequence known to be 

recognized by p46 [42]. As shown in Figure 6C, the WGA-bound p46 protein is able to bind the 

P6CON DNA probe. In addition, a non-related DNA sequence was tested and no signal above the 

background was detected (data not shown). 

Résultats et travaux personnels 148 



kDa 

97 

68 

43 

29 

0-Glycosylation of the QNR Pax products 

48 
46 

30 

Figure 5- Pax-6 products bound by WGA into neuroretina nuclear extracts 
A western blot was performed on neuroretina nuclear extracts (lane QNR), neuroretina cell extracts purified on 
WGA-agarose beads (lane QNR-WGA) or as a control, with NIH 3T3 nuclear extract (lane NIH3T3) or nuclear 
extracts purified on WGA-agarose beads (lane NIH3T3-WGA) with rabbit serum 14 directed against the Pax-6 
carboxyl terminus. Bound antibodies were detected with an ECL detection kit. 
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Figure 6- Pax-6 products bound by WGA exhibit a DNA-binding activity in vitro 
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(A) The Pax-6 cDNAs encoding the p48, p46, p43 and p32/33 proteins were translated in rabbit reticulocyte lysates in the presence of L­
[35S]methionine. (B) Equal amounts of translated proteins were incubated with WGA-agarose beads. The percentage of bound proteins was 
calculated using a Phosphorlmager. (C) The DNA-protein complexes formed between the labeled p6CON probe and the WGA-bound p46 
protein were recovered. The probe was extracted and subjected to electrophoresis. 
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5- Discussion 

The limited amount of Pax-6 products, the poor efficiency of tritium and 14 carbon 

labeling, makes the detection of 0-linked glycans on Pax-6 very difficult. In our study we clearly 

demonstrate using different experimental approaches that the Pax-6 products contain 0-linked 

GleNAc residues. 0-GlcNAc is the most abundant glycosylation type in the cyiosolic and the 

nuclear compartments. Different potential functions have been speculated for 0-linked GleNAc, 

including a role in the assembly of multimeric protein complexes, a role as phosphorylation 

antagonist, its involvement in nuclear transport of cytosolic proteins with intervention of the 

nuclear pore comp1ex 0-GlcNAc proteins. According to previous reports of peptide requirements 

for 0-GlcNAc transferase we attempted to predict the potential 0-GlcNAc attachment sites for 

the p46 isoform as indicated in Table 1. 

The peptidic sequence analysis indicates at least 12 potential regions for 0-N­

Acetylglucosaminylation (bold type). These regions include Ser/Thr-rich sequences or sequences 

containing a serine or a threonine residue near (2 or 3 residues) a proline residue. Potential sites 

for 0-GlcNAc are located in the two DNA-binding domains (Paired box ; Black box, 

Homeodomain; Stirred box and theL-domain is between these two DNA-binding domains). The 

highest concentration of putative sites is found in the carboxyterminal portion which contains the 

transactivator domain. Nevertheless, the WGA selected-proteins of nuclear Pax-6 products 

suggest that the major 0-GlcNAc sites are rather localized in the paired box domain than in the 

homeo and carboxyterminal domains. The differences observed between the presumed sites from 

the primary sequence and the effective sites could be explained by the 3-D structure of the 

different Pax-6 products domains. In this idea, we can assure that 0-GlcNAc transferase 

requirements are both written in the primary peptidic sequence and the three-dimensional 

conformation of the protein. 

In this paper we demonstrated that in QNR 0-GlcN Ac glycosylation preferentially 

occurs on the p48 and p46 isoforms, which are only localized in the nucleus, whereas we did not 

detect 0-GlcNAc on the p43 and p32/33 isoforms. These two last isoforms are distributed both in 

the cytosolic and in the nuclear compartments. In view of this finding, 0-GlcNAc could be a 

resident signal for nuclear proteins. In this idea, a possible role for 0-GlcNAcylation in the 
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MQNsHSGVNQLGGVFVNGRPLPDSTRQKIYEIAHSGARPCDISRII.QYSNl 50 

51 l GCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPRV ATPEVVSKIAQYKRECPSIF A\\1 100 

101 lEIRDRLLSEGVCTNDNIPSVSSINRVLRNLASEKQQMGADGMYDKLRMLN 150 

151 GQTGTWGTRPGWYPGTSVPGQPAQDGCPQQEGGGENTNSISSNGEDSDEA 200 

201 QMRLQLKRJ<.kQKNRÏ.SFÏQ~Ql~A!:;~!ilif.g:R.f.H:Y:P.:P.:Y.f.A:@.BLAA&P.IP.l 2so 

251 [EARÏ.QYWESNRRAKWRÏŒËKLRNQRRQASNTPSHIPISSSFSTSVYQPIP 300 

301 QPTTPGSMLGRTDTAL TNTYSALPPMPSFTMANNLPMQPPVPSQTSSYSC 350 

351 MLPTSPSVNGRSYDTYTPPHMQTHMNSQPMGTSGTTSTGLISPGVSVPVQ 400 

401 YPGSEPDMSQYWPRLQ 416 

Table 1- Primary sequence of the QNR Pax-6 p46 isoform 
The peptidic sequence analysis indicates at !east 12 potential regions for 0-N-Acetylglucosaminylation (bold type). 
Potential sites for 0-GlcNAc are located in the two DNA-binding domains (Paired box; Black box, Homeodomain; 
Stirred box and theL-domain is between these two DNA-binding domains). 
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nucleo-cytoplasmic transport has been recently presumed by Duverger et al, [16-18]. They have 

demonstrated that serum albumin substituted with P-di-N-acetylchitobioside (GleNAc P-1, 4 

GleNAc) or a.-glucosyl is transported in the nucleus in a time-and ATP-dependent manner. 

Gene transcription is under the control of cis-acting sequences that are recognized by 

DNA binding proteins, which activate or repress the transcription, via interactions with other 

components of the transcriptional machinery. 0-GlcNAc residues expected to be present in the 

paired box and in the homeodomain could play a role in the DNA binding and/or in protein­

protein interaction. WGA-enriched proteins are able to precipitate p46 together with a specifie 

DNA sequence : P6CON [42]. Additionally non-glycosylated p46 expressed by Escherichia coli 

is able to bind the same DNA target (not shown). This observation indicates that 0-GlcNAc 

residues in p46 isoform ofPax-6 do not directly interact with DNA. Indeed these residues remain 

accessible to WGA after binding with the DNA specifie sequence. Possibly these 0-GlcNAc 

residues could interact with other cellular components for activation or repression of the 

transcriptional mechanism. Numerous transcription factors were demonstrated to be 0-GlcNAc 

modified. Jackson et Tjian [8] have tested eight RNA polyrnerase II transcription factors : Sp1, 

AP-l, AP-2, AP-4, CTF, Zeste, GAGA and ADF-1, that are ali 0-GlcNAc glycosylated. These 

authors demonstrated that the glycosylated Sp1 isoform was 3-5 fold more efficient in activating 

transcription than the unglycosylated recombinant protein produced in Escherichia coli. 

According to this, it is interesting to mention that the eDNA for many transcription factors are 

available, and that many groups now use E. coli recombinant transcription factors for functional 

studies. Such in vitro transcription system is not available for Pax-6. The results obtained for Sp1 

showed that WGA specifically represses the transcriptional activity of Sp1, suggesting that the 

glycosylation direct! y contribute to the transcriptional activation function of Sp 1. Roos et al, [21] 

have shown that Sp1 0-GlcNAc transactivation domain fails to bind to Sp1 partners whereas 

non-glycosylated Sp1 transactivation domain binds efficiently to the same protein (the 

glycosylation block Sp1 dimerization and association with TAFII110). Studies also demonstrated 

that 0-GlcNAc residue may ensure a protective role towards proteolysis in the case of Sp1 and 

ER [46, 47]. The role of 0-GlcNAc glycosylation in other transcription factors is still poorly 

understood. As a conclusion, 0-GlcNAc plays different roles in the regulation of the activity of 

transcription factors. If the glycosylation do not directly affect the DNA binding of many 

transcription factors, it may modulate their interaction with other proteins. This may be the case 
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for Pax-6 that binds a specifie DNA sequence in its glycosylated or unglycosylated forms, the 0-

GlcN Ac re si dues remaining accessible for other components. In this respect; inhibitory 

interactions involving the paired domain have been described between Pax-6 and Engrailed-1 

[48] and the Pax-6 homeodomain is found to interact with both the TATA-box-binding protein 

TBP and the antioncogene Rb [49]. Since the Pax-6 transcription factor could act as an activator 

[33, 34, 50] or a repressor of targets promoters transcription [51], the 0-GlcNAc modification, 

that could functions to inhibit the interactions between proteins [21], may be an essential 

determinant to define the positive or the negative activity of Pax-6. Pax-6 proteins exhibit 

potential 0-GlcNAc sites in the carboxyterminal activation domain. Starting from the different 

Pax-6 products, a higher recovery of paired-containing protein with WGA was constantly 

obtained. Since the carboxyterminal domain is also present in the p32/33 paired-less protein, this 

suggests that either the paired domain contains more 0-GlcNAc than the carboxyterminal domain 

or that conformational constraint, specifie to the paired-less proteins avoid the 0-GlcNAcylation 

of the carboxyterminus. 0-GlcNAc modification has been found to undergo dynamic changes 

often in a signal-dependent manner [36] and this modification have been compared to 

phosphorylation [52]. We have already observed a balance between 0-GlcNAc modification and 

phosphorylation [13] suggesting that these modifications could be coupled and may affect the 

activity of the Pax-6 proteins in a cell-specific manner. 
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7- Abbreviations 

QNR, quail neuroretina ; BSA, bovine serum albumin ; GleNAc, N-Acetylglucosamine ; 

GalNAc, N-Acetylgalactosamine; PBS, Phosphate-buffered saline ; TBS, Tris-buffered saline ; 

PNGase F, Peptide-N-glycosidase F ; WGA, Wheat germ agglutinin; SDS-PAGE, Sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; UDP-GlcNAc, Uridine diphospho N­

Acetylglucosamine ; GST, Glutathione S-transferase 
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IV- Glycosylation in vitro des différents domaines des produits du gène Pax-6 

exprimés chezE. coli 

Cette manipulation consiste en la glycosylation à partir d'UDP-e4C]GlcNAc des 

différents domaines des produits du gène Pax:-6. Ces domaines sont exprimés chezE. coli, ce qui 

implique qu'ils ne sont pas glycosylés. Pour cela les différents domaines ont été produits de sorte 

que la gluthation-S-transférase (GST) se retrouve en position N- terminale, ce qui permet de fixer 

les différents domaines sur des billes couplées au gluthation et donc de les insolubiliser (Pd, 

paired). 

De cette manière, il a été préparé les constructions suivantes: 

L Homéo 

Pd-p43 

Pd-p46 

Pd-p48 

Après insolubilisation ces différentes constructions sont incubées avec 0.5 J.!Ci d'UDP­

e4C]GlcNAc, dans 50 mM de tampon cacodylate de sodium pH 6.0, 5 mM de MnCb, et 2.5 mM 

de 5'-AMP (Haltiwanger et al, 1992). Un extrait de cytosol de foie de rat a ensuite été ajouté 

(v/v): cet extrait contient l'enzyme greffant les résidus de 0-GlcNAc (la 0-GlcNAc transférase). 

La réaction de glycosylation in vitro a été faite à différentes températures : 4, 28 et 40°C pendant 

4 heures sous agitation. Enfm les protéines couplées sont centrifugées et lavées plusieurs fois. 

Les résultats de comptage sont indiqués sur la figure 7 (le contrôle correspond à une incubation 

sans billes). Il y a une incorporation de [14C]GlcNAc sur les différents domaines de liaison à 

l'ADN des produits du gène Pax-6, produits chezE. coli. Cette glycosylation est d'autant plus 

efficace, que la température est élevée. Il y a très peu ou pas d'incorporation de e4C]GlcNAc sur 

les billes GST, par contre tous les domaines de liaison à l'ADN de Pax:-6 sont accepteurs de 
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l'UDP-C4C]GlcNAc. En fait on voit que le domaine paired semble plus glycosylable que le 

domaine homéo, et plus le le domaine paired est long plus il est glycosylable. Malheureusement 

on ne peut pas faire de comparatif de capacité de glycosylation entre ces domaines car il est 

difficile de quantifier la quantité de chacune constructions incubées. Par cette technique on peut 

seulement définir la capacité d'une protéine à être glycosylable. 

1000 

800 

Dcontrol 

lilGST 

Marquage à I'UDP-GicNAc sur les domaines recombinants (E. coli) 
des produits du gène Pax-6 

1!1 GST-Homéo 

~ GST-paired-p43 

Iii GST-paired-p46 

• GST-paired-p48 

~ 600 
~ 

400 

200 ~ 

1 

Figure 7- Marquage des domaines de liaison à l'ADN des produits du gène Pax-6 synthètisés chez E. coli 
à I'UDP-C4C]GicNAc ; 
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4ème Partie: 

Etude des lectines cytosoliques et nucléaires à 

GleNAc du foie de rat et de leurs ligands 

endogènes, implication possible de ces 

lectines dans le transport des protéines 

cytosoliques vers le noyau. 
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1- Généralités sur les lectines animales 

1- Définition des lectines 

Les lectines, du latin legere qui signifie sélectionner, aussi appelées en anglais 

Carbohydrate-binding proteins, sont des protéines ou des glycoprotéines d'origine non­

immunes capables de reconnaître de manière non-covalente et spécifique une structure 

glycannique libre ou conjuguée (lipide ou protéine). Les lectines sont répandues à travers tout 

le monde vivant, des procaryotes aux eucaryotes. 

Nous ne nous étendrons pas sur les lectines végétales (1 00 ont été isolées, 50 

séquencées et 20 ont leur structure 3D connue), malgré tout nous pouvons mentionner que ces 

lectines se répartissent en deux grandes familles : les lectines des céréales comme la Wheat 

Germ Agglutinin (WGA) et les lectines des légumes comme la Concanavaline A (ConA) ou la 

Soybean Agglutinin (SBA) (Sharon, 1993). Elles sont composées de 2 à 4 sous-unités de 25-

30 kDa, et nécessitent souvent du Ca2
+ et du Mn2

+. Ces lectines de plantes sont très largement 

utilisées comme lectine-outil, soit sous la forme libre, soit sous la forme conjuguée 

(phosphatase alcaline, peroxydase, dérivé fluorescent, biotine, digoxigénine, sépharose ... ) 

dans la détection et l'isolement de glycoprotéines et dans l'identification partielle de 

structures glycanniques. 

2- Historique 

Quelques dates intéressantes sur la découverte et la compréhension du rôle des 

lectines sont répertoriées ci-dessous (pour revue Sharon et Lis, 1998). 

La ricine a été la première lectine mise en évidence (Ricinus communis) par RudolfKobert en 

1888. P. H. Stillmark remarque que celle-ci posséde la particularité d'agglutiner les 

érythrocytes. En 1919, James B. Summer cristallise la concanavaline A (lectine de Canavalia 

ensiformis) et isole ainsi pour la première fois une lectine. Le même auteur démontre la 

spécificité glycannique de cette lectine en 1936. La spécificité des lectines pour les groupes 

sanguins sera découverte dans les années 1948-49. La première lectine isolée d'un 

microorganisme a été l'hémagglutinine du virus de l'influenzae (1950) et la première lectine 

de mammifère a été décrite par Gilbert Ashwell et Anatol G. Moreil en 1974. C'est une 

lectine hépatique (récepteur) impliquée dans l'élimination des asialoglycoprotéines. P. C. 

Nowell démontre en 1960 que la phytoagglutinine est capable de stimuler l'activité 
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mitogènique des lymphocytes. En 1976, N. Sharon et al, découvriront que les lectines 

bactériennes jouent un rôle dans l'inflammation. Reuben Lotan et Abraham Raz démontreront 

en 1981 qu'une lectine de surface (sur des tumeurs murines et humaines) est impliquée dans 

le développement de métastases. Cette lectine est présente seulement au niveau des cellules 

tumorales et pas sur les cellules normales. En 1983, le rôle des lectines dans la domiciliation 

des lymphocytes sera découvert et en 1990 la fonction des sélectines dans l'inflammation est 

démontrée. 

3- Rôle des lectines animales 

Les lectines animales jouent un rôle dans de nombreux processus biologiques 

(Gabius, 1997) tels que le repliement protéique (folding), le trafic des protéines (lectines 

cytoplasmiques, nucléaires ou membranaires) ou dans les interactions cellule-cellule 

(homotypique pour des cellules identiques et hétérotypique pour des cellules différentes). 

Ces interactions cellule-cellule peuvent intervenir dans divers processus répertoriés dans le 

tableau VII ci-dessous : 

Tableau VII - Les principaux types d'interactions cellule-cellule dans lesquels 

interviennent les lectines 

PROCESSUS Localisation des 

motifs glycanniques lectines 

Infection cellule infectée 
. . 

miCroorgarusmes 

Défense cellules phagocytaires 
. . 

microorganismes 

microorganismes cellules phagocytaires 

Fertilisation ovocyte spermatozoïde 

Trafic leucocytaire leucocytes cellules endothéliales 

cellules endothéliales leucocytes 

Métastase organes cibles cellules malignes 

cellules malignes organes cibles 

Symbiose plante (légumineuses) rhizobiacées 
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Dans ces interactions cellule-cellule ont peut retrouver (dans les interactions suivantes, 

nous désignerons par cellule, une cellule animale, ou végétale si spécifiée) : 

des interactions cellule-virus : c'est le cas par exemple du virus de la 

grippe qui possède une hémagglutinine capable de reconnaître les acides sialiques sur la 

glycophorine des cellules humaines. Après adsorption du virus sur la cellule, une 

neuraminidase virale désialyle ces points d'attachement ce qui a pour effet d'éviter la 

surinfection par un nouveau virus, 

des interactions cellule-bactérie : ceci concerne principalement les 

bactéries pathogènes à Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa dans la mucoviscidose. 

On peut citer comme exemple bien connu aussi l'adhésion d'Helicobacter pylori sur les 

cellules gastroépithéliales, agent impliqué dans la formation des ulcères gastriques. Dans ce 

cas il n'y a pas de pénétration de la cellule hôte mais adsorption seulement aux tissus 

(muqueuses, endothéliums, épithéliums ... ). Chez les bactéries on va avoir trois types de 

support pour ces lectines : le flagelle, les pilis et la membrane externe), 

Dans ces interactions cellule-bactérie, on ne peut oublier les interactions entre légumineuses 

et le rhizobium (bactérie fixant l'azote) dans les phénomènes de symbiose (processus 

important dans le cycle de 1' azote), 

des interactions cellule-protozaire comme pour les amibes dans la 

dysenterie (colonisation de la muqueuse colique), 

des interactions cellule-champignon, c'est le cas de Candida albicans au 

niveau de la peau et des muqueuses, 

des interactions cellule-cellule : au niveau des métazoaires comme par 

exemple pour l'adhésion des leucocytes sur les cellules endothéliales (intervention des 

sélectines), par l'intermédiaire des sélectines, pour la défense de l'organisme. Ce phénomène 

est appelé domiciliation (homing en anglais) et permet aux lymphocytes de migrer vers les 

sites de l'infection. Ces interactions cellule-cellule jouent également un rôle au niveau 

métastatique (intervention des galectines) et au niveau des interactions des cellules 

embryonnaires avec par exemple le SSEA-1 (Stage-Specifie Embryonic Antigen 1), qui 

apparaît spécifiquement au niveau de la transition 8-16 cellules, ou le sialyl Lewisx. 
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Certaines lectines animales jouent un rôle dans le trafic intracellulaire : c'est le cas 

des récepteurs à Man-6-P dans le transport d'enzymes lysosomales (nous en reparlerons dans 

le paragraphe sur les lectines du type-P). D'autres lectines jouent un rôle de transporteur du 

réticulum endoplasmique vers le Golgi comme ERGIC-53 (Endoplasmic Reticulum-Golgi 

Intermediate Compartment), ou du Golgi vers la membrane plasmique comme VIP36 

( Vesicular Integral Protein) (Y amashita et al, 1999). 

L'exemple le mieux connu de lectines jouant un rôle dans le repliement protéique est 

celui joué par la calcineurine et la calréticuline dans le réticulum endoplasmique. Nous avons 

aussi consacré un petit paragraphe à ces lectines. 

4- Les différentes familles de lectines animales 

Dans les lectines animales on va retrouver différentes familles regroupées dans le 

tableau ci-dessous (Powell et Varki, 1995) avec leur dépendance vis-à-vis du calcium et le 

motif saccharidique reconnu (terminal elaboration) : on y retrouve principalement des 

lectines du type-C, les galectines (dénommées il y a encore quelques années lectines du type­

S) et les lectines du type-I (sialoadhésines) (Schématisées sur la figure 17). Ces différentes 

lectines peuvent être regroupées aussi par leurs homologies de séquences. Une centaine de 

lectines animales a pu être caractérisée à ce jour. 

Tableau VIII- Les principales familles de lectines animales 

FAMILLES Dépendance vis-à-vis du Motif saccharidique reconnu 

calcium (terminal elaboration) 

Type-e Oui Variable: Glc, GleNAc, Gal 

etFuc 

Galectines (Type-S) Non f3-Galactosides 

Type-P Variable Man-6-P 

Type-1 Non Acides sialiques 

Pentraxines Oui Variable 

Calnexine et calciréticuline Oui Oligosaccharides glucosylés 
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Figure 17 - Représentation schématique des principales familles de lectines animales 

(Extrait de V arki, 1999 ; Essentials of Glycobiology) 

i- Les lectines du type-C 

a- Caractéristiques et rôles des lectines du type-C 

Les lectines animales du type-e sont caractérisées par le fait que le ea2
+ est 

strictement indispensable à la fixation des sucres. Structurellement, les lectines du type-e 

contiennent un ou plusieurs CRD, Carbohydrate Recognition Domain, de 120 acides aminés 

associés à d'autres domaines responsables des autres fonctions de la molécule. Ce sont aussi 

des glycoprotéines transmembranaires. 

Ces lectines prennent part à un important mécanisme de reconnaissance de structures 

glycanniques sur les surfaces cellulaires, des protéines circulantes et de la matrice 

extracellulaire. La fixation des lectines sur ces glycannes sont à l'origine d'événements 
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biologiques tels que l'adhésion cellule-cellule, turnover des protéines sériques, réponse 

immune vis-à-vis de pathogènes (Weis et al, 1998 ; Drickamer, 1999). 

b- Les différentes lectines du type-C 

Dans ce groupe on retrouve : 

a- Les récepteurs hépatiques, lectines trimériques, impliqués 

dans l'élimination (clearance en anglais) des asialo-glycoprotéines circulantes (comme la 

céruloplasmine) tel que le récepteur d' Ashwell-Morell, première lectine mammalienne 

identifiée (sur les résidus de GalNAc) (Ashwell, 1994 et Ozaki et al, 1995), 

B- Les sélectines (Symon et W ardlaw, 1996) : il en existe trois 

catégories (L, P et E) et elles reconnaissent des ligands sialylés et fucosylés. Ce sont des 

protéines transmenbranaires dont la partie N- terminale est impliquée dans la reconnaissance 

des ligands. Elles possédent un domaine epidermal growth factor-like et plusieurs petites 

unités répétées pouvant fixer le complément. Les sélectines L sont impliquées dans l'adhésion 

des leucocytes aux cellules endothéliales et les dirigent ainsi vers les tissus lymphoïdes et les 

sites de l'inflammation (domiciliation ou homing), les sélectines P se trouvent sur les 

plaquettes sanguines et les sélectines E sur les cellules endothéliales. Les sélectines E et P 

sont inductibles (par le TNF-a, Il-lB et les lipopolysaccharides) alors que la sélectine Lest 

constitutive. 

x- Les collectines solubles du sérum sont des lectines 

humorales (Hansen et Holmskov, 1998) : ce sont des molécules trimériques avec trois 

domaines lectiniques en C- terminal, se fixant aux microorganismes, assemblées par une 

queue collagénique en N- terminal (triplets Gly-X-Y répétés) se fixant aux récepteurs des 

phagocytes et qui déclenchent 1' activation du complément C 1 q ou provoquent 1' opsonisation. 

On retrouve dans cette famille les mannose binding proteins (MBP), appelées aussi mannan 

binding lectins ou mannan binding proteins sériques dans la défense immunoglobuline­

indépendante contre 1' agression de divers pathogènes comme les levures et les champignons 

(Taylor et al, 1992; Reading et al, 1995), la conglutinine et la collectine-43 (toutes celles-ci 

sont d'origine sérique et synthétisées par le foie), la protéine A et la protéine D surfactants 

pulmonaires retrouvées à la surface des alvéoles pulmonaires. 
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ii- Les galectines 

a- Caractéristiques des galectines 

Les galectines sont appelées ainsi en raison de leur affinité pour le ~-galactose (ce 

sont des galactoside-binding lectins). Elles étaient appelées autrefois les lectines S-Lac ou les 

lectines du type-S. Cette dernière dénomination était due au fait que les lectines de cette 

famille possédaient des fonctions SH libres. Depuis de nouveaux membres ont été découverts 

sans cette particularité, c'est la raison pour laquelle ce nom a été abandonné (Barondes et al, 

1994). Les membres de la famille des galectines ont tous une séquence caractéristique de 130 

acides aminés très conservés. Contrairement aux lectines du type-C, qui sont généralement 

des grosses glycoprotéines transmembranaires, les galectines sont de petites molécules 

solubles et non glysosylées. 

Les galectines sont dénommées par un nombre consécutif à leur découverte : Galectine-1, 

Galectine-2 ... jusque Galectine-10 pour la dernière (Cooper et al, 1999). Cette numérotation 

facilite largement leur étude puisqu'une même galectine pouvait être retrouvée dans 

différentes espèces sous des noms différents: par exemple la Galectine-1 était appelée L-14-I 

chez l'homme, L-14 chez le bœuf, galaptine chez le rat et enfin BHL chez la souris; la 

Galectine-3 était appelée Mac-2 chez l'homme, EBP chez le chien, CBP-35 chez le rat et L-29 

chez la souris. 

b- Localisation tissulaire et cellulaire 

Les galectines s'expriment dans de nombreux tissus des mammifères. Le tableau IX 

répertorie la localisation des différentes galectines (Hughes, 1999). 

Les Galectines sont retrouvées principalement dans le cytoplasme et dans le milieu 

extracellulaire bien qu'elles n'aient pas de peptide signal de sécrétion. 

c- Les ligands des galectines 

Certains ligands des galectines sont bien connus : c'est le cas par exemple de la 

laminine qui est un ligand des Galectines-1 et 3. C'est une glycoprotéine de la matrice 

extracellulaire riche en chaînes polylactosaminiques. La Galectine-1 a aussi pour ligands les 

protéines membranaires associées aux lysosomes et riches en résidus polylactosaminiques 
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(LAMPs), un glycolipide lactosaminylé des neurones olfactifs et l'intégrine ad3 1 des cellules 

du muscle squelettique. La Galectine-3 reconnaît aussi les immunoglobulines E et leur 

récepteur (Hughes, 1999). 

Tableau IX- Distribution tissulaire des galectines 

GALECTINES Distribution tissulaire 

1 muscles squelettiques et lisses, neurones, reins, placenta et thymus 

2 tractus gastro-intestinal et plus spécialement l'iléon 

3 macrophages activés, éosinophiles, neutrophiles, tractus gastro-intestinal et 

respiratoire, neurones 

4 épithélium intestinal et oral 

5 érythrocytes et réticulocytes 

6 épithélium intestinal 

7 kératinocytes 

8 poumon, foie, reins, cœur, cerveau 

9 foie, intestin grêle, reins, tissu lymphoïde, poumons, muscles squelettiques et 

cardiaque 

10 éosinophiles, basophiles 

d- Quelques rôles biologiques des galectines (Leffler, 1997 ; Cooper 

et al, 1999) 

Le fait que les galectines 1, 2 et 4 soient dival entes et que la galectine 3 pwsse 

former des agrégats multivalents suggèrent qu'elles agissent par pontage des chaînes 

glycosidiques des surfaces cellulaires et de la matrice extracellulaire. Comme pour les lectines 

du type-C, notamment les sélectines, les galectines pourraient avoir un rôle dans l'adhésion 

cellule-cellule et cellule-matrice c'est à dire dans la modulation de l'adhésion cellulaire. Elles 

influencent aussi la migration, le chimiotactisme (la galectine-9 est un chémoattracteur 

potentiel des éosinophiles), la prolifération, 1' apoptose (galectines-1 et 9 peuvent induire 

l'apoptose des cellules T activées) et l'élongation neuronale. Une même galectine peut jouer 

différents rôles sur une cellule : ainsi la galectine-1 peut provoquer ou inhiber l'adhésion 

cellulaire. Dans le muscle squelettique, où la galectine-1 est sécrétée pendant la 
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différenciation cellulaire et se fixe à la laminine, elle inhibe l'interaction cellule-matrice. Ceci 

est le résultat de la fixation de la galectine-1 à la laminine, qui interfère avec son récepteur, 

l'intégrine a7~~, ce qui aurait pour conséquence le développement musculaire (la galectine-3 

joue à ce niveau un rôle similaire). Dans un autre sens la galectine-1 peut promouvoir 

l'adhésion cellule-matrice pour d'autres types cellulaires mais aussi réguler (inhiber ou 

stimuler) la prolifération cellulaire et les fonctions immunes. 

La galectine-3 peut déclencher une activation des mastocytes et des basophiles en se fixant 

sur les IgE et le récepteur des IgE, jouant ainsi un rôle dans l'inflammation. La galectine-3 

peut jouer aussi un rôle dans les fonctions intracellulaires: il a été identifié comme un 

composant des particules ribonucléoprotéiques (implication dans l'épissage des ARNm) et il 

est concentré dans le noyau (voir les lectines nucléaires). Enfin une augmentation de la 

concentration de la galectine-3 dans les tumeurs a été proposée comme jouant un rôle dans la 

métastase. 

iii- Les lectines du type-1 (Siglecs) 

a- Caractéristiques des lectines du type-1 

Ces lectines appartiennent à la superfamille des immunoglobulines (IgSF). Plusieurs 

d'entre elles contiennent un domaine structural du type: V1-C2n (Rini et Lobsanov, 1999). Ce 

sont toutes des protéines transmembranaires, localisées principalement dans la membrane 

plasmique, et certaines contiennent un large domaine cytoplasmique avec de nombreux sites 

potentiels de phosphorylation (Ser, Thr et Tyr). Elles reconnaissent principalement les acides 

sialiques connus comme jouant un rôle de répulsion dans les interactions cellule-cellule 

(Powell et V arki, 1995). A ce jour 11 siglecs ont été caractérisés. 

b- Principales lectines du type-1 

La famille des lectines du type-1 comprend (Rini & Lobsanov, 1999): 

a- La CD22, ou siglec-2 (Hanasaki et al, 1995) que l'on 

retrouve principalement sur la surface cellulaire des lymphocytes B matures. Elle pourrait 

moduler leur interaction avec des cellules T, d'autres cellules B, des cellules endothéliales 

activées ou des cellules accessoires. Elle facilite le déclenchement de la réponse à l'antigène 
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par association au récepteur des cellules B et induit l'adhésion intercellulaire et la 

reconnaissance des ligands sur les lymphocytes activés, les monocytes et les cellules 

endothéliales, 

f3- Les sialoadhésines, ou siglec-1 sont retrouvées dans la 

moelle osseuse et les macrophages. Elles modulent l'adhésion de ces derniers à différentes 

cellules lympho-hématopoïétiques (Crocker et al, 1998), 

x- Le CD33, ou siglec-3 est un marqueur des cellules 

myéloïdes et de certaines populations de monocytes mais sa fonction reste inconnue, 

ù- La Myelin Associated Glycoprotein (MAG), ou siglec-4 est 

impliquée dans la formation de la gaine de myéline. La Schwann cel/ Mye/in Protein est une 

protéine aviaire homologue à la MAG. 

Le fait que CD22 et CD33 aient des domaines cytosoliques avec une potentialité de 

phosphorylation laisse supposer que le rôle de ces molécules ne doit pas se limiter à 

l'adhésion, mais que ce rôle doit s'étendre au déclenchement d'événements secondaires dans 

la cellule. 

E- Autres lectines du type-1 : il existerait d'autres lectines de 

la superfamille des immunoglobulines (lmmunoglobulins li/œ) avec des homologies plus 

éloignées: laN-CAM (neural-cel/ adhesion molecule), jouant un rôle dans l'association des 

neurones fœtaux et néofoetaux, est connue comme reconnaissant des structures du type High 

Mannose sur les intégrines, l'ICAM-1, un autre membre, pouvant jouer un rôle de récepteur 

pour l'oligosaccharide anionique, l'hyaluronanne. Il faut par ailleurs signaler que la MAG et 

laN-CAM peuvent aussi interagir avec l'héparine. 

iv- Les lectines du type-P 

a- Caratéristiques des lectines du type-P 

On les appelle ainsi en raison de la reconnaissance du motif mannose-6-phosphate 

(Man-6-P) porté par des N- glycannes des hydrolases lysosomales (Hille-Rehfeld, 1995 ; 

Roberts et al, 1998 ; Rini & Lobsanov, 1999). 
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Il existe deux types de lectines du type-P qui différent par leur sensibilité aux 

cations : le premier est cation indépendant (insulin-lilœ growth factor II), on l'appelle le 

récepteur CI (CIR) et a une masse moléculaire de 275-300 kDa. L'autre est cation dépendant, 

on l'appelle le récepteur CD et a une masse moléculaire de 43 kDa (CDR). 

b- Localisation et rôle 

Le CIR est présent dans le Golgi, la membrane plasmique de nombreuses cellules, le 

CDR est seulement présent dans le Golgi. 

Ces lectines ont un rôle d'adressage des enzymes lysosomales vers leur 

compartiment, via le signal Man-6-P (trafic intracellulaire). Les hydrolases lysosomales 

synthétisées sont reconnues par le récepteur à Man-6-P puis sont emmenées dans un endroit 

particulier du Golgi et quittent celui-ci par des vésicules particulières: les lysosomes 

primaires. Après fusion aux lysosomes, les récepteurs sont recyclés et les enzymes intégrées 

aux lysosomes. La localisation possible du CIR dans la membrane plasmique, fait qu'il peut 

recapter des enzymes extracellulaires à Man-6-P et les réintégrer aux lysosomes. 

v- La Calnexine et la calréticuline 

La calnexine et la calréticuline sont des lectines jouant le rôle de protéines 

chaperonnes dans le repliement et le contrôle qualité des glycoprotéines du réticulum 

endoplasmique nouvellement synthétisées notamment par leur activité de peptide disulfide 

isomérase. 

La calnexine est une protéine transmembranaire de type I contenant un signal de rétention 

dans le réticulum endoplasmique (KDEL). Elle reconnaît les N- glycannes du type 

Glc1Man9GlcNAc2 (Andersson et al, 1996). Elle joue un rôle de protéine chaperonne dans la 

bonne conformation de glycoprotéines. La calréticuline joue un rôle analogue, mais elle est 

soluble est reconnaît des N-glycannes oligomannosidiques (Otteken et Moss, 1996). 

vi- Les pentraxines 

Ce sont des lectines de petite taille, environ 25 kDa, calcium-dépendantes qui 

s'associent en pentamères et qui reconnaissent des glycannes riches en galactose. 
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Dans cette famille on va retrouver les C-reactive proteins (CRP), qui reconnaissent 

les polysaccharides du type C de Pneumococcus, et les serum amyloid P components (SAP), 

protéines sériques solubles dont la spécificité glycannique est mal connue. Ces dernières sont 

particulièrement intéressantes du fait qu'on les retrouve dans les plaques amyloïdes de 

patients atteints de maladie d'Alzheimer (Gewurz et al, 1995). 

Récemment plusieurs protéines plus grandes, de la même famille que les pentraxines, 

ont pu être mises en évidence (Goodman et al, 1996). Une de ces pentraxines (TSG-14/PTX3) 

est inductible par le TNF ou l'IL-l et est produite lors de l'inflammation aiguë. D'autres 

nouvelles pentraxines sont exprimées d'une manière constitutive et sont associées à la fusion 

du spermatozoïde et de l'ovule (apéxine/p50), peuvent fonctionner dans la synapse neuronale 

(neuronal pentraxin 1, NPI) ou ont encore une fonction inconnue (NPII et XL-PXNl). 

vii- Autres lectines animales 

Il existe d'autres lectines difficiles à classer dans les catégories citées ci-dessus. 

On peut prendre comme exemple les CSL (pour Cerebellar Soluble Lectins, appelées 

ainsi parce qu'initialement isolées du cervelet de raton), qui sont des lectines spécifiques des 

mannosides du type Ma.I16GlcNAc2Asn, et sont indépendantes du calcium (Zanetta et al, 

1987). Elles s'assemblent sous la forme d'oligomères et on les retrouve dans les neurones, les 

lymphocytes, les astrocytes et les cellules myélinisantes. 

Les CSL sont des lectines intracellulaires capables de s'extemaliser pour jouer un rôle adhésif 

dans le guidage de contact de la migration des neurones (Lehmann et al, 1990), dans la 

myélinisation, l'agrégation des leucocytes ou des cellules malignes. 

Autre famille de lectines, celles appartenant à la famille Rl (Dontenwill et al, 1985). 

Elles sont présentes dans les neurones, certaines cellules endothéliales, certains macrophages 

et les cellules musculaires. Elles reconnaissent des glycannes oligomannosidiques à 5 ou 8 

résidus de mannose. Elles jouent un rôle dans la synaptogenèse et la fusion des myoblastes. 

Enfin certaines cytokines possèdent une activité lectinique: c'est le cas de l'IL-2 

(Zanetta et al, 1996) mais aussi de l'Il a et l'ILl~, le TNFa, l'IFNy. 
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5- Les lectines nucléaires 

1- Les lectines nucléaires connues 

Les lectines nucléaires ont pu être mtses en évidence grâce à 1 'utilisation de 

néoglycoprotéines fluorescentes (Sève et al, 1986) ou à l'utilisation d'anticorps (Moutsatsos 

et al, 1987). Depuis leur découverte (Hubert et al, 1986), six lectines nucléaires ont été 

caractérisées. La galectine-3 (CBP-35), et la galectine-1 (CBP-14) reconnaissent le galactose, 

CBP-67, CBP-33 et CBP-70 reconnaissent le glucose. Néanmoins, la CBP-70 est aussi 

capable de reconnaître la GleNAc, tout comme la CBP-22 (Felin et al, 1994). 

ii- Les ligands des lectines nucléaires 

Si l'existence de ces lectines ne fait aujourd'hui plus aucun doute, leurs ligands 

restent inconnus, alors que de nombreux ligands des lectines membranaires et extracellulaires 

sont connus comme nous l'avons vu plus haut. Pour l'instant un seul ligand a pu être mis en 

évidence pour la CBP-70 : ce ligand est une protéine de 82 kDa de nature inconnue présente 

dans les compartiments cytosolique et nucléaire (Felin et al, 1997). Malgré cette 

méconnaissance de ligands pour ces lectines nucléaires, les ligands potentiels des lectines à 

GleNAc ne manquent pas puisque la 0-GlcNAc est la forme de glycosylation majeure 

retrouvée dans les compartiments cytosolique et nucléaire. Par contre les ligands potentiels 

des lectines à galactose et à glucose restent parfaitement inconnus, d'autant plus que 

l'existence de 0- et deN- glycosylprotéines dans le cytosol et le noyau reste très contestée, 

même si des études en attestent la présence (Codogno, et al, 1992). 

iii- Localisation des lectines nucléaires 

Les lectines nucléaires se retrouvent plus particulièrement dans les régions riches en 

ribonucléoprotéines (RNP) (Sève et al, 1986) : CBP-67 et CBP-35 ont d'ailleurs été isolées à 

partir de ces RNP et CBP-35 contient une séquence homologue à l' heterogenous nuclear RNP 

(hnRNP). Hubert et al, 1995 ont démontré que la Galectine-3 (CBP-35) est en concentration 

plus grande dans le noyau que dans le cytoplasme et qu'elle est impliquée dans la formation 

du spliceosome et dans le processing de l' ARNm. Néanmoins toutes ces lectines sont aussi 

retrouvées dans le cytosol : elles ont donc une co-localisation nucléaire et cytosolique. 
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Rousseau et al, 2000 ont démontrées que malgré la co-localisation de CBP-70 dans le noyau 

et le cytosol des cellules HL-60, celle-ci se retrouve dans le noyau, le réticulum 

endoplasmique, l'appareil de Golgi, et les mitochondries des cellules non-différenciées. Or 

CBP-70 a été démontrée comme glycosylée par les types de glycosylation classiques 

(Rousseau et al, 1997). Ainsi le fait de retrouver cette lectine dans le noyau laisse supposer 

que la glycosylation classique de certaines protéines nucléaires puisse se faire dans le 

réticulum endoplasmique. 

iv- Rôles des lectines nucléaires 

Le rôle de ces lectines nucléaires reste à définir. Malgré cela il a été suggéré que la 

CBP-14 et la CBP-67 puissent jouer un rôle dans le transport nucléocytoplasmique des 

ARNm (Schroder et al, 1992). 

Le fait que la 0-GlcN Ac modifie de nombreuses protéines cytosoliques et nucléaires, 

notamment des facteurs de transcription, laisse supposer que les lectines à GleN Ac puissent 

jouer un rôle dans la modulation des interactions protéiques. Par exemple Jackson et Tjian, 

1988 ont démontré que la WGA inhibait la fonction d'activation de la transcription de Spi, et 

il se pourrait que ces lectines à GleNAc puissent jouer le même rôle in vivo. Il a été aussi 

suggéré que ces lectines à GleN Ac puissent intervenir dans le transport nucléaire des protéines 

cytosoliques vers le noyau, puisque Finlay et al, 1987 ont démontré que l'injection de la 

WGA dans le cytosol inhibait ce transport protéique. De plus l'existence de telles lectines 

pourraient s'expliquer par leur rôle de navette dans le transport sucre-dépendant de certaines 

protéines entre le noyau et le cytosol (Duverger et al, 1993, 1995 et 1996). 
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Cytosolic and nuclear GleNAc-specifie lectins. 

II-Résultats 

Le but de ce travail a été d'isoler des lectines spécifiques du résidu de GleNAc dans 

le cytosol et le noyau de foie de rat. De telles lectines ont déjà été caractérisées par 1' équipe 

d'Annie-Pierre Sève (Finlay et al, 1994) dans les cellules HL60. Les résultats de cette partie 

ont été rédigés sous la forme d'un manuscrit dans le but d'être publiés dans un journal 

scientifique. 

La première étape de cette étude a été de montrer 1' existence de ces lectines à 

GleNAc par chromatographie d'affinité sur GleNAc immobilisée. Des extraits nucléaire et 

cytosolique de foie de rat ont été préparés par différentes étapes de fractionnement cellulaire 

puis soumis à une chromatographie d'affinité sur GleNAc immobilisée. Les protéines retenues 

sur la colonne ont été éluées avec une solution de GleNAc à 0.2 M et soumises à une 

électrophorèse SDS-PAGE à 10% (C, cytosol et N, noyau). La révélation des protéines a été 

effectuée par coloration au nitrate d'argent. 

Comme indiqué sur la figure lA, on retrouve un triplet de protéines dans les deux 

compartiments : cytosolique et nucléaire. La masse moléculaire des bandes de ce triplet sont 

respectivement : 70, 65 et 55 kDa. Sur ces mêmes échantillons, nous avons fait une 

électrophorèse bidimensionnelle représentée en figure 1 B pour les lectines à GleN Ac du 

cytosol et 1 C pour celles du noyau. On remarque des différences dans le pl (point 

isoélectrique) et dans le nombre d'isoformes pour les protéines de 70 et 65 kDa: en effet ces 

isoformes sont plus acides et en nombre plus réduit dans le cytosol que dans le noyau. Cela 

suggère que les deux bandes de masse moléculaire plus élevée du triplet doivent exister sous 

la forme phosphorylée. 

Cette hypothèse de la phosphorylation possible des isoformes de 70 et 65 kDa a été 

vérifiée par l'utilisation d'anticorps anti-phospho-thréonine (figure 2A) et anti-phospho-sérine 

(figure 2B). On voit ainsi que les bandes de 70 et 65 kDa sont phosphorylées et exclusivement 

sur des résidus de sérine. Rien n'est détecté pour la bande de 55 kDa. 

De la même façon, la glycosylation de ces trois bandes a été vérifiée par l'utilisation de la 

WGA (figure 2C) et par incubation de WGA en présence de GleNAc (figure 2D). Rien n'a été 

trouvé pour la 0-N-Acétylglucosaminylation de ces lectines. 
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Cytosolic and nuclear GleNAc-specifie lectins. 

Afin d'estimer la masse moléculaire native de ces lectines à GleNAc, nous avons 

effectué une électrophorèse en mode non dénaturant et non réducteur sur les lectines à 

GleNAc des compartiments cytosolique et nucléaire (figure 3). Après révélation par le nitrate 

d'argent, on peut voir plusieurs bandes de masses moléculaires très élevées (supérieuresà 1 

million de Da, 1000 kDa) et trois bandes de masse respective 600, 800 et 900 kDa. Cela 

suggère que les bandes du triplet existent sous la forme de complexes de très haut poids 

moléculaire. 

Ceci a put être vérifié par séparation de ces complexes de haut poids moléculaire par FPLC 

(figure 4A). Chaque pic a été ensuite soumis à une électrophorèse SDS-PAGE 10% (figure 

4B). On peut voir alors que chaque complexe multimoléculaire est composé d'un nombre égal 

de chacune des protéines du triplet (55, 65 et 70 kDa) : 3 triplets (Mr 570), 4 triplets (Mr 760), 

5 triplets (Mr 950) et 6 triplets (Mr 1140). 

Les hautes masses retrouvées pour les lectines natives, indiquent que ces lectines 

peuvent s'associer en complexe multimérique, et que ces aggrégats pourraient être dus à une 

auto-reconnaissance de 0-GlcNAc (hypothèse infirmée puisque ces lectines ne sont pas 0-

GlcNAc, figure 2). Elles pourraient être associées avec des ligands (mais l'ajout de GleNAc 

dans le milieu infirme là encore cette hypothèse). Par contre elles pourraient être associées 

avec des activités enzymatiques. Cette dernière hypothèse a été testée pour ce qui concerne 

l'activité phosphatasique, glucosaminidasique et GleNAc transférasique (figure 5). 

L'hydrolyse du PNP-phosphate par nos préparations de lectines à GleNAc prouve que ces 

lectines cytosoliques et nucléaires sont associées avec une phosphatase, tandis que les deux 

autres mesures d'activités enzymatiques se sont avérées négatives. 

L'existence de ligands endogènes des lectines à GleN Ac a été recherchée. Les 

extraits cytosoliques et nucléaire ont été passés sur une colonne de WGA immobilisée, puis 

les protéines retenues ont été éluées par 0.2 M de GleNAc. Ces protéines éluées ont ensuite 

été soumises à une électrophorèse en SDS-P AGE à 10% et électrotransférées sur membrane 

de nitrocellulose. Les membranes ont été incubées avec les lectines cytosoliques à GleNAc 

préalablement conjuguées avec de la biotine. La révélation des membranes a été effectuée 

après incubation avec de 1' avidine couplée à la peroxidase en présence et en absence de sucre 

inhibiteur (figure 6B). On voit de ce fait que les lectines à GleNAc sont capables de 

reconnaître des protéines de manière spécifique dans les deux compartiments cytosolique et 

Résultats et travaux personnels 179 



Cytosolic and nuclear GleNAc-specifie lectins. 

nucléaire. La figure 6A montre une coloration au bleu de coomassie de ces protéines retenues 

sur WGA immobilisée. 

Afin de déterminer la nature du glycanne reconnu par nos lectines à GleNAc, un 

transfert de eH]Galactose a été effectué sur l'extrait de cytosol après passage sur WGA. Les 

produits de marquage ont été ensuite soumis à une béta-élimination réductive et la structure 

des composés libérés caractérisée par HPAEC : il s'agit de N-acétyllactosaminytol, ce qui 

prouve que les protéines reconnues par les lectines à GleN Ac sont modifiées par la 0-GlcN Ac 

(figure 7). 

Enfin la fixation de ces lectines biotinylées a été testée sur des lymphocytes humains 

en présence (figures 8A et 8B) et en absence (figures 8C et 8D) de sucre inhibiteur. On 

remarque un fort marquage spécifique du cytosol et un marquage plus faible du noyau. 

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence l'existence de lectines à GleNAc 

dans le cytosol et le noyau de foie de rat. Ces lectines existent sous la forme de complexes 

multi-moléculaires et semblent associées à une activité phosphatasique. Pour schématiser 

l'hypothèse du rôle de ces lectines à GleNAc dans le transport des protéines cytosoliques vers 

le noyau, nous avons fait un schéma représenté en figure 9. L'hypothèse du rôle de lectines 

jouant le rôle de navette dans le transport de protéines cytosoliques vers le noyau avait déjà 

était suggéré par Duverger et al, 1996). Ce schéma représente une protéine cytosolique à 

transporter dans le noyau : elle existe sous la forme phosphorylée et glycosylée dans le 

cytosol. Or seule la forme glycosylée peut être fixée par les lectines à GleNAc. Comme ces 

lectines existent sous la forme de multimères, celles-ci peuvent fixer plusieurs ligands ou 

venir s'ancrer par un autre site lectinique sur les protéines à 0-GlcNAc du pore nucléaire. Il se 

produit alors une activation du complexe et une translocation nucléaire . Duverger et al, 1996 

ont d'ailleurs démontré que ce transport était énergie dépendant. Ainsi, les protéines 

phosphorylées ne peuvent pas être prises en charge par les lectines à GleNAc et sont alors en 

rétention dans le cytosol. L'activité phosphatase associée aux lectines peut soit 

déphosphoryler les protéines pour leur permettre le transport ou alors déphosphoryler les 

lectines (puisque nous avons démontré qu'elles étaient phosphorylées) et ainsi activer le 

transfert vers le noyau. Toutefois, ces mêmes lectines à GleNAc pourraient aussi jouer un rôle 

dans l'inhibition des interactions protéiques qui mettent en jeu la 0-GlcNAc : protéines 

cytosquelettiques et facteurs de transcription par exemple (Jackson et Tjian, 1988). 
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1- Abstract 

Since the discovery of cytosolic and nuclear 0-N-Acetylglucosaminylation, severa! 

roles have been suggested for this glycosylation. One of them is in the nuclear transport of 

cytosolic proteins, mediated by 0-GlcNAc-specific lectins. To investigate this idea, we have 

isolated nuclear and cytosolic 0-GlcN Ac-specifie lectins from adult rat li ver by affinity 

chromatography on immobilized GleNAc, and their potential natural ligands, 0-GlcNAc­

glycoproteins, by affinity chromatography on immobilized wheat germ agglutinin. 2-D 

electrophoresis indicate that the lectin fraction contained three equally abundant proteins of 

Mr 70, 65 and 55 kDa. These proteins were phosphorylated at different degrees, the cytosolic 

70 and 65 kDa protein presenting higher degrees of serine phosphorylation when compared to 

the nuclear ones. The proteins associated into higher Mr complexes that contained a 

phosphatase activity, but neither N-acetyl-glucosaminidase nor N­

Acetylglucosaminyltransferase activities, dissociated in the presence of reductive and 

chaotropic agents. The complexes can not be due to the interaction of GleNAc-specifie lectin 

with glycoproteins containing GleNAc residues or by self-interaction of GleNAc-specifie 

lectins since these proteins are themselves not glycosylated .. 

The lectin(s) present in this complex was (were) able to recognize cytosolic and 

nuclear ligands, that have been enriched using wheat germ agglutinin affinity 

chromatography. These ligands are 0-GlcNAc glycosylated as demonstrated by tritiated 

galactose incorporation and analysis of the reaction products by reductive ~-elimination. The 

isolated lectins specifically recognized ligands present both in the cytosol and the nucleus of 

human resting lymphocytes. 

These results demonstrate the existence of endogenous GleNAc-specifie lectins 

which could act as a shuttle for the nucleo-cytoplasmic transport of 0-GlcNAc-glycoproteins 

between cytosol and nucleus. 
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2- Introduction 

For a long time glycosylation was thought to be restricted to proteins confined to the 

cell surface or within the lumen of intraceilular organelles. This view was govemed by our 

understanding on the biosynthetic pathways of N- or 0-Glycan. But since fifteen years the 

existence of a major form of glycosylation found within the cytosol and the nucleus has been 

weil established: the 0-linked N-Acetylglucosaminylation (0-GlcNAc) [1, 2]. 0-GlcNAc of a 

single monosaccharide (N-Acetylglucosamine) linked onto the serine or threonine residues of 

the peptidic backbone. To date, relatively few of the approx. hundred nuclear and cytoplasmic 

proteins modified with 0-GlcNAc have been identified. They include neurofilaments [3], 

nuclear pore proteins [4, 5], severa! transcription factors such as Spi [6] and c-Myc [7, 8]. 

Interestingly all of the 0-GlcNAc modified proteins undergo reversible 

phosphorylation/dephosphorylation, form heteromeric complexes with other proteins, and 

most of them translocate between the cytosol and the nucleus. 

0-GlcNAcylation has a possible role in the nucleo-cytoplasmic transport. lt is weil 

known that cytosolic proteins with molecular weights exceeding 40 kDa migrate into the 

nucleus if they contain a specifie nuclear localization sequence. Recently, Duverger et al, [9] 

suggested the existence of a sugar-dependent nuclear import of proteins from the cytosol. In 

digitonin permeabilised cells, they found that bovine serum albumin, substituted with either 

P-di-N-acetylchitobioside (GleNAc ~-1, 4 GleNAc) or a-glucosyl residues was transported 

into the nucleus in a time-and ATP-dependent manner, indicating that GleN Ac could act as a 

nuclear localization signal. Nuclear pore proteins being themselves 0-N­

Acetylglucosaminylated, and facing both si des of the nuclear envelope, are possibly involved 

in this cytosol to nucleus transport. Several reports favour this possibility. Finlay et al, [1 0] 

reported a specifie inhibition of in vitro nuclear transport of fluorescein-labeled 

phycoerythrin, by the GleNAc specifie lectin, WGA ; Miller et Hanover [11] demonstrated 

that Xenopus egg extracts is capable of reconstituting functional nuclei, but this transport was 

impaired when the nuclear pore density was depleted of wheat germ agglutinin-binding 

proteins. This transport was restored after addition of nuclear pore proteins from rat liver or 

Xenopus eggs. Such a transport would require lectins that mediate the transfer between 

cytosol and nucleus. Six nuclear lectins have been so far characterized : CBP-35 (galectin-3) 

and CBP-14 (galectin-1) are specifie of galactose residue; CBP-67, CBP-33 and CBP-70 are 

specifie of glucose. CBP-70 is also specifie of GleNAc residue like CBP-22, which was co­

isolated with CBP-70 from HL60 cell nuclei [12]. CBP-70 has also been localized in cytosol 
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(and one 82 kDa nuclear ligand was characterized for nuclear CBP-70 [13]). The nuclear 

lectins have mainly been found in ribonucleo-protein complexes [14]. They belong to the C­

type group of Drickamer' s classification. The role of the nuclear lectins remains to be 

determined, but data suggest that CBP-14 and CBP-67 might be involved in the nucleo­

cytoplasmic transport of mRNA [15]. In other studies Hubert et al., [16] have shown that 

Galectin-3 (CBP-35) is in higher concentration in the nucleus than in the cytoplasm, and that 

it is a required factor in the spliceosome formation and mRNA processing. Kuchler et al., [17, 

18] have described the existence of GlcNAc-binding sites in the nucleolus or in a specialized 

region of the nucleus using biotinylated neoglycoproteins during cerebellar ontogenesis. 

Althought these studies suggest a role of lectins in nuclear transport, their precise function has 

yet to be determined. 

The aim of this present work was to characterize GleNAc-specifie lectins in the cytosol and 

the nucleus of rat liver and to address on whether 0-GlcNAc represents a signal for nuclear 

transport of cytosolic proteins. 
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3- Materials and Methods 

i- Rat liver nuclei and cytosol preparation 

Rats (Wistar) were starved ovemight prior to decapitation. After perfusion, livers 

were removed and placed into 20 mM Tris/HCl, 0.25 M sucrose, pH 7.4 containing a 

proteases inhibitor mix (lmM PMSF, 1 flg/ml leupeptin, 1 flg/ml pepstatin) in ice-cold 

medium. Livers were grinded in a Fischer apparatus and homogenized in 5 volumes of the 

same medium in a Potter-Elvehjem homogeniser by three strokes at 600 rpm. The 

homogenate was centrifuged at 1500 g for 15 min. The supematant (post-nuclear) was then 

centrifuged at 100000 g for 60 min. This supematant corresponds to the cytosoluble fraction. 

The resulting pellet of the first centrifugation was carefully recovered and resuspended in 2.4 

M sucrose, 1.0 mM MgClz, 10 mM potassium phosphate buffer, pH 6.8, containing the 

proteases inhibitor mix. The suspension was centrifuged at 100000 g for 1 hour. The pellet 

corresponding to the nuclear fraction was resuspended in 0.25 M sucrose, 0.5 mM MgCh, 20 

mM Tris/HCl, pH 7.5 and centrifuged at 1000 g for 10 min. The washing was repeated twice 

to have a final clear and white nuclear pellet. The pellet was finally homogenised in ten 

volumes of200 mM KCI, 1 mM DTT, 1mM PMSF, lf..Lg/mlleupeptin, 1f..Lg/ml pepstatin, 1% 

Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate, 20 mM Tris/HCl, pH 7.8, and centrifuged at 

100000 g for 1 hour. The supematant corresponding to membrane depleted nuclei was 

collected. 

ii- Affinity chromatography 

Affinity chromatography were performed on N-Acetyl-D-Glucosamine immobilized 

on 6 % agarose beads (Sigma chemical Co., Saint Louis, Mo), and on Wheat Germ Agglutinin 

(WGA) immobilized on Sepharose (generously provided by Pr. H. Debray) at 4°C. The 

binding buffer was 20mM Tris-HCl, 200mM KCl, 1mM CaCh, and 1mM MgCh, pH 7.8 

containing the protease inhibitor mix. After washing ovemight, elution was performed with 

the same buffer containing 0.2M GleNAc. Proteins were concentrated in a Centricon cell on a 

1 0 kDa exclusion size filter (Filtron). 
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iii-Polyacrylamide gel electrophoresis, western blotting 

Proteins were separated on 10% SDS/PAGE [19], brilliant blue stained for WGA­

retained proteins and silver stained or electrophoretically transferred onto a nitrocellulose 

membrane (Schleicher & Schuell) for GlcNAc-retained proteins. Nitrocellulose sheet was 

treated for 45 min in blocking buffer (3% BSA in TBS-Tween (- 15 mM Tris, 140 mM NaCl, 

0.05% Tween (v/v) pH 8.0-)). Membranes were then incubated in TBS-Tween containing 

Anti-phospho-threonine or anti-phospho-serine antibodies (Sigma immunochemicals) diluted 

at 1:500 (v/v) or with Horseradish peroxidase labeled Wheat Germ Agglutinin (1110.000) for 

1 hour. Blots were washed 3 times with TBS-Tween for 30 minutes and detection was carried 

out using the ECL Western blotting detection reagents (Amersham). 

In order to control Wheat Germ Agglutinin (WGA) specificity and avoid non­

specifie lectin binding, control chase experiments were performed in which WGA binding 

was blocked with 0.2M free N-Acetylglucosamine. 

iv-Isoelectric focusing and Polyacrylamide gel electrophoresis 

For 2-D electrophoresis, samples were diluted in 20% (v/v) IsoA (0.34 M SDS, 0.15 

M DTT) and 80% (v/v) IsoE (0.108 M DTT, 0.108 M CHAPS, 15 M urea, 8,33% (v/v) 

ampholytes 3-10 range). The samples were run on a 4% gel (9.5 M urea, 1% (v/v) ampholytes 

5-7 range, 4% (v/v) ampholytes 3-10 range, 5% (v/v) detergent solution- 0.3 g CHAPS, 100 

Ill Nonidet P40 to 900 f..ll H20- at 200 V for 1 hour, 500 V for 1 hour and finally at 800 V for 

16 hours. 20 mM phosphoric acid was used as lower buffer and 20 mM NaOH as upper 

buffer. After isoelectrofocusing, gels were extracted from their capillary, placed in the transfer 

solution (0.5 M Tris/HCl, 10% SDS, 0.05% bromophenol blue, pH 8.8) for ten minutes, and 

then proteins were resolved on 10% SDS/PAGE. 

v- Non-denaturant electrophoresis 

Samples were placed in 20mM Tris/HCl, 50% glycerol (v/v), bromophenol blue 

0,005%, pH 8.8 and were run in Tris/glycine buffer pH 8.8 on a 5-15% polyacrylamide gel 

without SDS and 2-mercaptoethanol at 50 V ovemight in ice-cold medium. Proteins were 

finally silver stained. 
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vi-Separation of GleNAc-specifie lectins on FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography) 

FPLC was performed using a Superose 6 colwnn equilibrated with 20mM Tris/HCl, 

200mM KCl, lmM CaCh, lmM MgCh, pH 7.8, a P-500 pump, a LCC-500 liquid 

chromatography controller and a dual path monitor UV-2 (Pharmacia Fine Chemicals). The 

absorption was measured at 280 mn. 

vii- Labeled galactose transfer on GleNAc residues with galactosyl 

transferase 

Galactosyltransferase is a specifie and sensitive probe frequently used in the 

detection of 0-GlcNAc residues on cytosolic and nuclear proteins [20, 21]. Samples were 

added an equal volume of sample buffer (56.25 mM Hepes, 11.25 mM MnC12, 250 mM 

galactose and 12.5 mM AMP) with proteases inhibitors (lmM PMSF and 5J.lg/ml ofleupeptin 

and pepstatin- Sigma). 0.025 U of bovine milk GleNAc 13-1,4-galactosyltransferase (Sigma) 

and 5 J.I.Ci of UDP-[6-3H]Gal (Amersham) were finally added to initiate the reaction. The 

samples were incubated at 37°C for 2 hours. 

viii- 13-elimination and saccharide analysis of cytosolic pro teins recognized 

by biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins 

After tritiated galactose labeling, sugar chains were released by reductive-alkaline 

treatment 13-elimination in a O.lM NaOH solution containing lM sodium borohydride at 37°C 

for 72 hours. The reaction was stopped by dropwise addition of ice-cold acetic acid under 

vigorous stirring, until pH reached pH 5.0. The 13-eliminated material was dried several times 

under vacuum with anhydrous methanol in order to remove borate in its methyl ester form, 

and then desalted by descending paper chromatography on Whatman 3 MM paper using n­

butanol/ethanol/water (4/111) (v/v/v) as a solvent. Radioactivity was measured after cutting 

the lanes into pieces of l-em thickness. Radioactive fractions were eluted from corresponding 

regions with water, lyophylisated and finally analyzed by High pH Anion Exchange 

Chromatography (HP AEC) [22] on a Dionex HPLC system equipped with a model P AD2 

pulsed amperometric detecter (Dionex Corp., Sunnyvale, CA). The column was a Carbopac-
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PA-l (4 X 250 mm) pellicular anion exchange column with a PA-l guard column (4 X 50 

mm). The column was eluted at a flow rate of lml/min with 15 mM NaOH. Fractions were 

collected, and were measured for radioactivity. 

ix-Preparation of the biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins. 

Nuclear GleNAc-specifie lectins were incubated in a potassium phosphate buffer, pH 

9.5, with biotin-E-aminocaproic acid N-hydrosuccinimide ester (biotin-X-NHS, Calbiochem, 

Frankfurt/Germany) and 0.1 M free GleNAc for 2 hours at 4°C. Excess biotin-X-NHS was 

dialyzed and biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins were precipitated with saturate 

ammonium-sulfate salt solution and finally centrifuged at 1 OOOOOg. 

x- Staining of WGA-selected proteins with biotinylated nuclear lectins 

Biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins were incubated with the two pools of 

nuclear and cytoplasmic WGA-selected proteins. Revelation was performed with ECL kit 

reagent after incubation with avidin-peroxidase (avidin-HRP). 

xi- Revelation of endogenous lymphocytes ligands, with biotinylated 

nuclear lectins 

Blood was collected on EDTA, diluted once in saline-EDTA and loaded onto a 6% 

Ficoll-Paque layer in 50 ml plastic centrifuge tubes (Falcon) and centrifuged (50 min x 800 

g). After three washing in PBS, the cells were fixed by addition of a mixture containing 4% 

paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in PBS for 4 h with intermittent gentle agitation. 

After elimination of the fixative and washes in PBS, the fixed cells were incubated with a 3% 

solution of periodate treated BSA (this treatment [23] eliminated the interferences with 

oligosaccharides present in commercially available BSA) in PBS for 30 min at room 

temperature followed by the addition of biotinylated lectins {5 ng/ml final concentration). 

After incubation for 4 h at room temperature, the cultures were washed in PBS over a 4 h 

period, followed by addition of extravidin-HRP (1 flg/ml in PBS) and incubated overnight at 

4°C. After rinsing, as above, the bound avidin-HRP was revealed using the diaminobenzidine 

method [24]. Controls were made by using incubation of biotinylated lectins in the presence 

of 10 mM GleNAc. 
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xii- Phosphatase and glucosaminidase activities assay 

Phosphatase activity was assay by incubation of nuclear and cytosolic GleNAc­

specifie lectins with p-nitrophenyl -phosphate as a substrate, in a 100 mM Tris/HCl buffer, 50 

mM MgCb, 100 mM NaCl, pH9.5. Glucosaminidase activity was assay with p-Nitrophenyl-

2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranoside in 50 mM Acetate pH 4,5. Alkaline 

phosphatase from bovine intestinal mucosa and f3-N-Acetylglucosaminidase from 

Diplococcus pneumoniae were respectively used as positive control. 
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4- Results 

i- Cytosolic and nudea:r GleNAc-specifie lectins present identical 

mo!ecula:r weight but diffe:r in their pi. 

Cytosolic and nuclear extracts were isolated by affinity chromatography on a 

GlcNAc-immobilized column. The binding of these compounds was considered as specifie 

since the adsorbed compounds could not be eluted with GalNAc, but only with GleNAc. As 

shown in Fig. 1 A, the GleNAc lectin fraction showed a relatively simple electrophoretic 

profile with three constituents of similar abundance of 70, 65 and 55 kDa, respectively (fig. 

lA). This pattern was identical both in the cytosol and the nucleus. 

In a second experiment the same samples were submitted to a 2D-electrophoresis as 

illustrated in fig. 1 B for cytosolic GleN Ac-specifie lectins, and in fig. 1 C for nuclear GleN Ac­

specifie lectins. While the molecular weight appears similar to the previous experiment, 

differences in the pi, and in the number of pi isoforms were found between cytosolic and 

nuclear GleN Ac-specifie lectins. The 70 kDa cytosolic protein showed three spots whereas the 

nuclear protein migrated as six spots. The same observation was made for the 65 kDa protein 

for which only one cytosolic form is observed whereas three nuclear forms occur. We 

hypothesize that these pi shifts were due to differences of the phosphorylation state of the 

different proteins. 

ii- GleNAc-specifie lectins a:re phosphoproteins but are not modified 

with 0-GlcNAc glycosylation. 

The phosphorylation status of the 70 and 65 kDa proteins were investigated using 

anti-phospho-serine and anti-phospho-threonine antibodies. While no binding was observed 

using the anti-phospho-threonine antibody (fig. 2A), the 70 and 65 kDa proteins were 

specifically stained using the anti-phospho-serine antibody (fig. 2B) both in the cytosolic and 

nuclear compartments. 

In another experiment these proteins were stained using the WGA-HRP technique 

(WGA is a lectin recognizing all terminal non reducing GleNAc and especially 0-GlcNAc), 

no staining was observed neither for the cytosolic nor nuclear lectins (fig. 2C). This was not 

due 
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to a technical gap since WGA-HRP revealed ovalbumin, a positive control. This demonstrated 

that the GleNAc-specifie nuclear and cytosolic lectins were not 0-GlcNAc modified (fig. 2C). 

iii-GleNAc-specifie lectins are part of high molecular weight complexes in 

non-denaturing conditions 

In order to investi gate the molecular weight of the native GleN Ac-specifie lectins, 

non-denaturing electrophoresis was performed on the two fractions. As shown in Fig. 3, 

GleN Ac-specifie lectins exist as very high molecular weight complexes, sorne of them having 

Mr higher than 106 Da. In addition to this major form, lower molecular weight bands of about 

600, 800 and 900 kDa could be distinguished. 

In order to determine the monomer composition of each native isoform, these high molecular 

weight complexes were separated by FPLC on a Superose 6 column (Fig. 4A) and each 

collected peak was further subjected to 10% SDS-P AGE. As shovvn in Fig. 4B, it could be 

concluded that each native complex was composed of at least one 70, one 65 and one 55 kDa 

protein. Since the three subunits were found in equivalent proportions in all native complexes, 

it was suggested that the high Mr complexes were associations of 3 (Mr 570), 4 (Mr 760), 5 

(Mr 950) and 6 (Mr 1140) triplets. 

iv-Cytosolic and nuclear GleNAc-specifie lectins are associated with 

phosphatase activity 

The high molecular weight complexes found within the cytosolic and nuclear lectin 

fractions suggested an association of several GleNAc-specifie lectins or an association of 

GleNAc-specifie lectins with ether proteins. 

One of the hypothesis was that the complexes were made of GleN Ac-specifie lectins and 

GlcNAc-containing glycoproteins joined by lectin/ligand interactions. This hypothesis was 

ruled out since the addition of GleNAc did not modify the aggregation pattern of the protein 

and since WGA staining indicated the absence ofproteins with terminal GleNAc. 

Another hypothesis was that the complex was made of GleNAc-specifie lectins 

associated with enzymes possibly functionally associated with these lectins. In order to test 

the phosphatase and N-acetyl-glucosaminidase activities he nuclear and cytosolic lectin 

fractions were incubated m proper conditions 

Résultats et travaux personnels 192 



Cytosolic and nuclear GleNAc-specifie lectins. 

c 
Mr(kDa ),,""··,.".""'~' 

116- . 
97-

66-

45-

24-

c 
Mr( 

N 

A 
N 

c 

1=* 2 

c 

c 

N 

B 
N 

D 

l 
2 

Figure 2- The hypothesis of phosphorylation of the 70 and 65 kDa proteins was checked using two anti­
phospho dependent antibodies. Anti-phospho threonine (fig. 2A) and anti-phospho serine (fig. 2B) were tested on 
the cytosolic and nuclear GleNAc-specifie lectins. WGA was used to test the O\Vn GleNAc glycosylation state of 
these proteins (fig. 2C), and specificity of WGA was checked using free GleNAc in conjunction with WGA (fig. 
2D). In figure 2C, the arrow shows ovalbumin as positive control in the molecular weight (other markers are used 
as negative control). 1 ; 70 kDa protein, 2 ; 65kDa protein 
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Figure 3- To investigate the native molecular weight of the GleNAc-specifie 
lectins, a 5-15 % native electrophoresis was performed on these proteins in the two 
extracts (C; cytosol, N; nucleus) 
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in the presence of PNP-phosphate and PNP-GlcNAc. No N-acetyl-glucosaminidase activity 

was detected whereas an important phosphatase activity for cytosolic and nuclear GleNAc­

specifie lectins was found. Incubation of cytosolic and nuclear lectin fractions in the presence 

ofradiolabeled UDP-GlcNAc did not result into GleNAc incorporation, indicating the absence 

of N-Acetyl glucosaminyltransferase in the sarnple. Consequently, these experiments 

demonstrated that the cytosolic and nuclear lectins were associated with a phosphatase. 

v- Biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins are able to recognize 

endogenous substrates in cytosolic and nuclear compartments 

T o prospect for endogenous substrates of the GleN Ac-specifie lectins, cytosolic and 

nuclear extracts were passed over a WGA immobilised column. Proteins were run on a 10% 

SDS-PAGE, brilliant blue stained (fig. 6A) or electrotransfered onto nitrocellulose sheet and 

tested for the affinity of the biotinylated GleNAc-specifie lectins (fig. 6B). We can establish 

that GleNAc-specifie lectins are able to recognize different WGA-selected proteins and that 

this affinity is specifically inhibited by 0.2 M free GleNAc. The nature of the recognizing 

sugar was determined by beta-elimination after transfer of tritiated-galactose with bovine 

galactosyltransferase. The released giycans were further analyzed by HP AEC. A single peak 

migrating with N-Acetyllactosaminytol was detected. As a consequence the endogenous lectin 

ligands possess a unique glycosylation pattern consisting ofO-linked GleNAc (fig. 7). 

The biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins were also assayed on lymphocytes. Figure 8 

shows that these biotinylated nuclear GleNAc-specifie lectins strongly stained cytosol and in a 

lower level nucleus. Specificity of the binding was verified in control cells by co-incubation 

with free 10 mM GleNAc. 
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Figure 5- Figure 5 shows phosphatase and glucosaminidase activities assays in GleNAc­

specifie lectins using PNP-phosphate and PNP-GlcNAc. Alkaline phosphatase and beta­
hexosaminidase were used as positive control and water was used as negative control (CL, 
cytosolic lectins and NL, nuclear lectins). 
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Figure 6- To investigate the'putative substrates of the GleNAc-specifie lectins, cytoso!ic and 
nuclear extracts were passed over a WGA immobilized column. Proteins were runned on a JO % SDS­
PAGE, brilliant blue stained (fig. 6A) or electrotransfered onto nitrocellulose sheet and tested for the 
affinity of the biotinylated GleNAc-specifie lectins (fig. 6B). (C; cytosol, N; nucleus) 
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Figure 7- The nature of the recognizing sugar ofnuclear GleNAc-specifie lectins was determinate by 
beta-elimination after transfer oftrited-galactose with bovine galactosyltransferase. The released glycans 
were further analyzed by HPAEC. (1 ; Glucosaminitol, 2; lactosaminitol, 3 ; Glucosamine). 
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Figure 8- The biotinylated nudear GleNAc-specifie lectins were also tested on 
lymphoc:yies cells in presence (Fig. 8A and B) and in absence (Fig. 8 C and D) of 10 m.M of 
f.ree GleNAc. c; cyiosol and n; nucleus 
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5- Discussion 

In this study we characterized GleN Ac-specifie lectins in rat li ver nuclei and rat li ver 

cytosol. Since 0-GlcNAc glycosylation was described in 1984 by G. W. Hart's group [1], 

numerous roles for this major cytosolic and nuclear glycosylation have been suggested. One 

of these roles was the regulation of phosphorylation by competition of 0-GlcNAc 

glycosylation at the sarne sites [25]. In a previous report, we demonstrated using okadaic acid, 

a ser/thr phosphatase inhibitor, that protein bound 0-GlcNAc levels decreased in conjunction 

with a hyperphosphorylation state of proteins [26]. Other roles for this glycosylation have 

been proposed : proteolytic degradation, enzyme activity, transcription factor activity [27]. In 

this study we have focused our work in the putative implication of 0-GlcN Ac in the nuclear 

transport of cytosolic proteins. The role of 0-GlcNAc in the nuclear transport have been 

speculated by Duverger et al, [19). They demonstrate in penneabilised cells, that serum 

albumin substituted with f3-di-N-acetylchitobioside (GleNAc P-1, 4 GleNAc) or a-glucosyl is 

transported into the nucleus whereas BSA did not. Finlay et al, [1 0] have shown a specifie 

inhibition of nuclear transport by WGA. If 0-GlcNAc is a signal for nuclear transport as 

suggested by there reports, we postulate the existence of GleNAc-specifie lectins med.iating 

this nuclear transport. Such lectins activities have been detected by Kuchler et al., [17, 18] 

with neoglycoproteins and by Felin et al., [12] in the nucleus ofHL60 cultured cells. CBP-70 

and CBP-22 (Carbohydrate Binding Protein) have been described as to be specifie of the 

GleNAc residue, while CBP-70 was also described as recognizing glucose. This lectin has 

been also characterized in the cytosolic compartrnent. 

In Fig. 1 we show that both in the cytosolic and nuclear compartments there are three 0-

GlcNAc binding proteins migrating as a triplet in SDS-PAGE ofmolecular weight 55, 65 and 

70 kDa, containing multiple isoforms as judged by 2D-electrophoresis. This probably reflects 

differently phosphorylated populations of the GleNAc-specifie lectins in the cytosol and 

nucleus. We found more pi isoforms in the nucleus than in the cytosol, suggesting that the 70 

kDa and the 65 kDa proteins exist in more phosphorylated forms in the nucleus than in the 

cytosol, although these isofonns are more acidic in cytosol than in nucleus. As shown in 

figure 2, it seems that these GleNAc-specifie lectins are mainly phosphorylated on serine 

residues. According to this result we postulate that the localization of the GleNAc-specifie 

lectins could be directly linked to their phosphorylation level. This finding could appear as a 

contradiction in view of the putative implication of 0-GlcNAc in nuclear transport. These 

GleNAc-specifie lectins are not themselves 0-GlcNAc glycosylated (figure 2), and ifwe thus 
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hypothise that they are involved in the transport of 0-GlcNAc proteins. A possible 

mechanism is that in a phosphorylated form GleNAc-specifie lectins adopta conformational 

structure that cause import into the nucleus, whereas another phosphorylated form results in 

export from the nucleus. The cytosolic GleNAc-specifie lectin complexes could accept an 0-

GlcNAc protein and an 0-GlcNAc nuclear pore protein at two different positions thereby 

bridging these two elements causing the finally translocation to the nucleus. In this model 

phosphorylation could fun etions to affect the 0-GlcN Ac specifie binding sites. In their native 

form, GleNAc-specifie lectins existas very high molecular weight complexes (Figure 3). This 

could be induced by a multimerization of GleN Ac-specifie lectins, by an association with 

other proteins or by auto-aggregation. The latter possibility should be rejected : GleNAc­

specifie lectins are not 0-GlcNAc glycosylated and thus not auto-aggregate by self-GleNAc 

recognition. The first possibility was verify by FPLC separation of native GleNAc-specifie 

lectins. SDS-PAGE and silver stained of each peak from FPLC revealed that each native form 

was composed of different number of triplets of70 kDa, 65 kDa and 55 kDa. Each complex is 

an association of an equal amount of each of these proteins in view of the similar intensity of 

each band on SDS-PAGE. The second possibility regarding the association of GleNAc­

specifie lectins with enzymatic activity, was tested using PNP-phosphate and PNP-GlcNAc 

substrates. Both for nuclear and cytosolic GleN Ac-specifie lectins an association with a 

phosphatase activity but not with glucosaminidase activity was found. This phosphatase 

activity might be necessary for a protein to be dephosphorylated prior to nuclear transport. It 

could be the step prior to 0-GlcNAc transfer and nuclear transport. We speculate that the 

GleNAc-specifie lectins could also be associate with 0-GlcNAc transferase. 

In this report we also attempt to have an approach of the different putative substrates of these 

GleNAc-specifie lectins. Felin et al., [13] have characterized a substrate of 82 kDa for CBP-

70. The strategy we adopt here was in first step to selected GlcNAc-proteins of cytosolic and 

nuclear extracts on a WGA-column, and after running them on a 10% SDS-PAGE and 

electrotransferring on a nitrocellulose sheet. In a second step biotinylated nuclear GleNAc­

specifie lectins were incubated with the two pool of released proteins. If we compare brilliant 

blue staining of the entire extracts with the proteins revealed with biotinylated nuclear lectins, 

we found : similarity in the molecular weight for the nuclear and the cytosolic proteins 

recognized, and that not ali the proteins released by the WGA column are recognized by 

nuclear lectins. This suggests that if GleNAc could be necessary for the recognition, it is not 

sufficient and we probably need a peptidic recognition or a conformational structure in 
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addition. At the moment our lab attempt to identify the putative substrates by proteomic 

approach. 
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IU- Identification des ligands des lectines à GleNAc 

A l'heure actuelle, notre laboratoire tente d'identifier les ligands putatifs des lectines 

à GleNAc. Pour cela nous adoptons l'approche protéomique. 

La figure 1 0 représente les électrophorèses bidimensionnelles des protéines 

cytosoliques de foie de rat : en figure 1 OA on a la fluorographie du marquage par la 

galactosyltransférase (la figure 1 OC représente la coloration au bleu de coomassie ), la figure 

1 OB, la révélation à la WGA (et en 1 OD, la coloration à l'amido-schwartz des protéines totales 

correspondant à la révélation à la WGA). 

Ces mêmes protéines ont été enrichies par passage du cytosol de foie de rat sur WGA­

sépharose, puis séparées par électrophorèse bidimensionnelle et enfin colorées au bleu de 

coomassie (figure 11). Les spots sont découpés, décolorés par une solution de bicarbonate 

d'ammonium et les protéines digérées par une solution de trypsine. Les peptides issus de la 

digestion sont extraits et analysés par spectrométrie de masse du type MALDI-TOF. 

En compilant la masse moléculaire, le pl et la masse des peptides, on peut retrouver la nature 

de la protéine dans des banques de données disponibles sur Internet (Swiss-Prot, TrEMBL). 

Malheureusement pour ce type d'analyse, notre laboratoire se heurte à un problème de 

précision au niveau de la masse des peptides : ainsi on ne peut à coup sûr, être certain de la 

protéine identifiée. Il faudra attendre l'arrivée d'un nouvel appareil pour mettre un nom sur 

nos protéines à 0-GlcNAc, ligands possibles des lectines à GleNAc. 

Malgré cela quelques pistes intéressantes et possibles se sont offertes à nous : nous avons put 

retrouver des protéines constituant le cytosquelette, telles que des cytokératines, des protéines 

associées aux microtubules, mais aussi des protéines kinases. Ce travail fait partie des 

perspectives à court terme de nos études. 
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Figure 10 - Electrophorèses bidimensionnelles des protéines cytosoliques de foie de rat 
A; fluorographie du marquage par la galactosyltransférase C; coloration au bleu de coomassie correspondant 
à la la fluorographie en A, B; révélation par la WGA et D; coloration à l'amide-schwartz des protéines totales 
correspondant à la révélation par la WGA. 
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Figure 11- Électrophorèse bidimensionnelle de l'enrichissement des protéines à 
GleNAc du cytosol de foie de rat par passage sur WGA-sépharose puis colorées au bleu 
de coomassie. 
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0-GlcNAc et la Maturation de l'ovocyte de Xénope 

1- Généralités sur la maturation de l'ovocyte de Xénope 

1- Introduction -l'ovocyte de Xénope 

L'ovocyte de Xénope (Xenopus, Anoure aquatique) est une cellule qui peut subir tour 

à tour trois grands processus de développement. Le premier est 1 'ovogenèse au cours de 

laquelle l'ovocyte accumule une grande quantité de réserves. Le deuxième est la maturation 

qui va préparer l'ovocyte à la fécondation. Enfin celui-ci pourra être fécondé par un 

spermatozoïde, l'ovocyte devient alors un œuf et peut subir une série de divisions, c'est 

l'embryogenèse (Figure 18) (Ferell, 1999). 

Après une phase de multiplication, les cellules germinales vont arrêter leur cycle 

cellulaire en prophase, leur diamètre est alors voisin de 50 f..Lm. Une phase d'accroissement 

débute ensuite: l'ovogenèse. Elle peut être d'une manière très simple divisée en six stades 

(Dumont, 1972). A la fin de l'ovogenèse l'ovocyte est bloqué en prophase de 1ère division de 

méiose (prophase I): c'est le stade VI de Dumont. L'ovocyte peut rester dans cet état, dit 

immature (appelé phase G2-like), pendant une période indéfinie. Il peut y rester en effet 

plusieurs mois avec une enveloppe nucléaire intacte, une chromatine partiellement 

décondensée et une transcription active. 

L'ovocyte de stade VI est une cellule énorme avec un diamètre voisin de 1.3 mm et un 

volume de 1 f..ll, soit l'équivalent de 106 cellules somatiques (Hausen et Riebesell, 1991). 

L'ovocyte de Xénope est rempli de vitellus qui forme un gradient du pôle animal vers le pôle 

végétal. Un ovocyte contient 25 f..lg de protéines cytoplasmiques. Le noyau, aussi appelé 

vésicule germinative a un diamètre de 300 à 400 nm. Il n'est pas fécondable à ce stade. 

2- La maturation de l'ovocyte de Xénope 

C'est à l'issue de l'ovogenèse que la maturation pourra avoir lieu. Elle est initiée par 

la progestérone (Pg), une hormone stéroïde qui agirait ici au niveau membranaire. La 

stimulation hormonale aboutit à l'activation du déclencheur universel de la phase M: le 

complexe cdc2(p34)/cyclineB(cdc13) appelé MPF pour «M phase promotingfactor » (Cdc2 

est inactif en phase G2). Il s'ensuit alors des changements tels que la rupture de 
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Figure 18- La maturation de 1 'ovocyte de Xénope 
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l'enveloppe nucléaire (c'est la GVBD, germinal vesicle breakdown), la condensation 

chromosomique et la formation du fuseau. Le signe le plus frappant de la maturation est 

l'apparition d'une tâche blanche au pôle animal de l'ovocyte qui est appelée tâche de 

maturation (Figure 19). Elle due à la migration de la vésicule germinative vers le pôle animal. 

i- Fixation de la progestérone à son récepteur 

La maturation est induite par la fixation de la Pg (synthétisée par les cellules 

folliculaires) sur un récepteur ancré dans la membrane plasmique. Biencqu'il n'est pas encore 

été caractérisé, l'action membranaire de l'hormone est indéniable. En effet, la Pg n'induit 

jamais la maturation lorsqu'elle est injectée dans les ovocytes (Godeau et al, 1978). Elle induit 

la maturation même lorsqu'elle est fixée sur un polymère de haut poids moléculaire, forme 

non perméante. Enfin, des ovocytes énucléés voient une augmentation de 1' activité MPF 

lorsqu'ils sont stimulés par la Pg. Il est a noté que la stimulation de la maturation peut être 

également induite in v~tro par l'insuline et l'insu/in like growth factor-] (Mailer et Koontz, 

1981 ). 

ii- Etapes précoces de la maturation 

a- Inhibition de l'adénylate cyclase 

La première réponse qui suit la fixation de la Pg sur son récepteur est une inhibition 

de l'adénylate cyclase qui voit son activité chuter de moitié (Finidori-Lepicard et al, 1981). 

Son inhibition a pour voie de conséquence directe une diminution de 1' activité de la protéine 

Kinase-A (pK-A) puisque l' AMPc en est un activateur. D'ailleurs l'injection d'inhibiteurs de 

pK-A dans les ovocytes de Xénope est capable d'activer la maturation sans stimulation 

préalable par la Pg. La pK-A active exerce une influence négative sur la maturation (Matten et 

al, 1994) et son inhibition débloquerait alors ce frein à la maturation (Figure 20). 

b- Activation de la phosphatidylinositol kinase 

La fixation de la Pg sur son récepteur conduit à 1' activation de la 

phosphatidylinositol kinase (PI3 kinase) (Deuter-Reinhard et al, 1997). Cette activation se fait 
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Figure 19- Ovocyte de stade VI immature (A) et ovocyte mature (B) 
(photographies extraites de la thèse de doctorat de Jean-François BODART). 
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par l'intermédiaire de protéines G. La PI3-K pourra stimuler soit la protéine Ras soit l'AMPc 

phosphodiestérase par Akt/pK-B (protéine kinase B) (Andersen et al, 1998). Ainsi 

l'activation de la phosphodiestérase et l'inhibition de l'adénylate cyclase vont-elles de pair 

dans la destruction de l' AMPc et l'inhibition de la synthèse d' AMPc (Figure 20). 

c- Alcalinisation 

Plusieurs études ont montré une alcalinisation du milieu intracellulaire lors de la 

maturation. En effet dans les ovocytes, le pH intracellulaire augmente de 0.2 unité pH (Lee et 

Steinhard, 1981). Cette alcalinisation est transitoire puisque le pH revient à sa valeur initiale 

juste avant la GVBD. Elle est le fait de l'antiporteur Na+!ft qui serait activé par 

phosphorylation (Rezai et al, 1994). Les kinases p39mos puis Rafl ont été suspectées comme 

activateurs de l'échangeur. Il est à noter qu'une alcalinisation artificielle stimule la migration 

de la vésicule germinative vers le pôle animal, alors que l'injection de MOPS pH 6.9 inhibe à 

3 0% ce phénomène malgré 1' exposition à la Pg (Flament et al, 1996). L' alcalinisation pourrait 

donc être impliquée dans la migration de la vésicule germinative vers la membrane 

plasmique. 

En conclusion la fixation de la Pg sur son récepteur plasmatique a pour conséquence 

de diminuer le taux d' AMPc. Malgré cela le rôle de la PB-kinase reste assez obscur puisque 

son inhibition par la wortmannine inhibe la maturation induite par l'insuline mais pas la 

maturation induite par la Pg (Liu et al, 1995). 

üi-Activation de kinases 

a- la voie MAPK 

La baisse de la concentration en AMPc est suivie d'une période de quelques heures 

avant que la maturation ne s'engage: c'est la« lag period ». Cette lag period va permettre la 

synthèse protéique et en particulier l'accumulation de Mos (Yew et al, 1992) et d'une protéine 

s'associant à Cdc2, probablement une cycline du type B (Nebreda et al, 1995). 

Mos constitue la MAP-KKK, c'est à dire la Mitogen Activated Protein-Kinase 

Kinase Kinase qui phosphoryle MEK1 (Resing et al, 1995). Mos est l'homologue de 

l'oncogène viral du sarcome murin de Moloney et se retrouve chez les vertébrés de manière 
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restreinte dans les ovocytes et les spermatozoïdes (Sagata, 1997). Des études utilisant des 

oligonucléotides antisens ont montré que l'accumulation de Mos était indispensable à la 

maturation 

MEK-1 constitue la MAP-KK (ou MKK) qui active p42/ERK2 et p44/ERK1 par 

phosphorylation (Kosako et al, 1993). 

Les vertébrés expriment ensuite deux MAP-kinases de la famille ERK qui sont p42 

ou ERK2 et p44 ou ERK1, mais les ovocytes de Xénope n'expriment que p42 (Posada et 

Cooper, 1992). Les cibles de ces MAP-Kinases sont les protéines RsK-1 et RsK-2 et les 

régulateurs du cycle cellulaire cdc2, cdc25, Plx1 et xPlKKl. Ces protéines vont permettre le 

redémarrage en méiose 1 et vont activer la GVBD. De plus il faut ajouter que p42 MAP 

stimule, par rétroactivation, la polyadénylation de l' ARNm de Mos est donc sa traduction et 

que p42 MAPK inhibe la destruction de Mos (Matten et al, 1996). 

b-Le MPF (M-phase Promoting Factor) 

a-Activation du MPF 

Durant la maturation, il y a une synthèse abondante des cyclines du type B (B 1 et 

B2) qui pourront se coupler à cdc2 (Fang et Newport, 1991) afin de former le MPF. 

Cependant, il existe dans l'ovocyte immature un stock important de pré-MPF et la synthèse de 

cycline B n'est pas indispensable. Le pré-MPF est inactif et c'est la déphosphorylation sur la 

Thr14 et la Tyr15 de la kinase Cdc2 qui permettra l'activation du MPF (Morgan, 1995). Deux 

kinases inactivent ces complexes cdc2/cyclines: Wee1 en phosphorylant la Tyr 15 et Myt1 en 

phosphorylant la Tyr15 et la Thr14. En fait, seule Myt1 est présent dans les ovocytes 

immatures et Wee1 n'est synthétisée qu'à partir de la deuxième division de méiose. Une 

phosphatase s'oppose à l'activité de Myt1 : c'est le Cdc25C qui déphosphoryle la Thr14 et la 

Tyr15. En fait lors de la stimulation par la Pg, il y a hyperphosphorylation de Cdc25C (lzumi 

et al, 1992) qui sera alors actif, et hyperphosphorylation de Mytl qui lui sera inactif (Palmer 

et al, 1998). Par la combinaison de ces deux mécanismes, la Pg induit une déphosphorylation 

de cdc2 et l'active. Cdc 2 peut à son tour, par rétroaction, inactiver Weel et Mytl et activer 

Cdc25C (Solomon et al, 1990). De plus Cdc25C peut être activée par une autre protéine 

kinase qui est Plxl (Kumagai et Dunphy, 1996) qui elle-même peut être phosphorylée et 

activée par xPlkkl, une kinase récemment identifiée (Qian et al, 1998). 
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Un autre facteur pourrait intervenir dans le déclenchement de la maturation, c'est Rsk qui 

serait le lien entre p42MAPK et Myt-1 : Rsk pourrait phosphoryler Myt1, l'inactiver et activer 

par voie de conséquences le Cdc2 (Palmer et al, 1998). 

~-Migration du MPF vers le noyau 

Pendant le processus de la maturation de 1 'ovocyte, la cycline B 1 est phosphorylée 

en cinq sites dont quatre se trouvent dans le signal de rétention au cytoplasme (Pines et 

Hunter, 1994). Le NES (Nuclear Export Signal) est alors inutilisable et cdc2 peut alors migrer 

dans le noyau par couplage à la cycline B. La kinase responsable de la phosphorylation de la 

cycline B n'est pas clairement identifiée. Plusieurs enzymes sont capables de réaliser cette 

fonction in vitro et bien que p34cdc2 soit impliquée par de nombreux auteurs, un tel rôle n'a été 

démontré que dans les ovocytes d'étoile de mer (Borgne et al, 1999). La cascade d'activation 

de la maturation de l'ovocyte est schématisée sur la figure 20. 

iv-Evénements cytologiques 

Enfin, il est admis qu'une fois le MPF activé (p34cdc2/cycline B), il est à l'origine des 

changements morphologiques caractéristiques de la méiose. La phosphorylation des lamines 

qui tapissent l'enveloppe nucléaire participe à la rupture de l'enveloppe nucléaire. La 

phosphorylation de l'histone Hl interviendrait dans la condensation des chromosomes et la 

phosphorylation des protéines associées aux microtubules serait une étape clef dans la 

formation du fuseau. Cependant l'implication d'autres kinases n'est pas à exclure. 

v- Fin de la maturation 

La première division de méiose s'achève par l'émission du premier globule polaire. 

La deuxième division s'engage aussitôt sans véritable interphase. Cependant, la méiose 

s'arrête en métaphase jusqu'à la fécondation. Cet arrêt du cycle cellulaire est dû au facteur 

cytostatique (Masui et Markert, 1971). Bien qu'il ait été découvert en même temps que le 

MPF, le facteur cytostatique n'est pas encore identifié. Plusieurs protéines semblent dotées 

d'une activité cytostatique: p39mos, p42MAPK et p90rsk qui font partie de la même cascade et 

également p33cdk2 bien que des résultats contradictoires aient été publiés sur cette kinase. 

Généralités sur la maturation de l'ovocyte de Xénope 220 



0-G!cN Ac et la Maturation de l'ovocyte de Xénope 

L'arrêt en métaphase serait dû à une inhibition de la protéolyse de la cycline B qui est 

nécessaire à la sortie de phase M. 
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II-Introduction au travail sur la maturation des ovocytes de Xénope 

Ce travail a été effectué pendant la dernière partie de notre thèse. Notre laboratoire a 

pu bénéficier pour cela d'une étroite collaboration avec le Docteur Stéphane Flament du 

laboratoire de Biologie du Développement dirigé par le Professeur Jean-Pierre Vilain (UPRES 

EA 1033, Université de Lille 1, bâtiment SN3, 59655 Villeneuve d' Ascq). 

Dans la dernière partie de nos généralités, nous avons expliqué que 1' ovocyte de 

Xénope pouvait suivre trois grands processus de développement dont l'un est la maturation. 

Cette maturation se déclenche après stimulation des ovocytes (bloqués en prophase I), par la 

progestérone: les ovocytes sont alors capables de maturer. C'est au cours de ce processus de 

maturation que nous avons entrepris l'étude de la 0-GlcNAc. 

Pour ce travail, les ovocytes de Xénope (femelles Xenopus laevis) de stade VI (selon 

les stades de Dumont) sont incubés dans le milieu ND96 de composition: NaCl, 96 mM, KCl, 

2 mM, CaCb,l.8 mM, MgCb, 1 mM et HEPES, 5 mM, pH 7.5. La progestérone est ajoutée à 

une concentration finale de 1 OJ.!M pendant une durée de 16 heures à 20°C : ceci permet 

d'obtenir des ovocytes matures et bloqués en métaphase II. Les ovocytes sont ensuite 

homogénéisés dans un tampon contenant : 2-glycérophosphate, 60 mM, paranitrophénol, 15 

mM, MOPS, 25 mM, EGTA, 15 mM, MgCb, 15 mM, DTT, 2 mM, orthovanadate de sodium, 

1 mM, NaF, 1 mM, phénylphosphate di-sodique, 1 mM, leupeptine, aprotinine et inhibiteur 

trypsique à 10Jlg/ml chacun et benzamidine 100 J.!M, pH 7.2. Les échantillons sont alors 

centrifugés à lOOOOXg pendant 10 min à 4°C. 

Les échantillons ont ensuite été repris dans du tampon de Laemmli, puis soumis à une 

électrophorèse en SDS-PAGE à 10%, électrotransférés sur membrane de nitrocellulose. Les 

membranes ont été saturées par 3% de SAB dans du TBS-Tween, pH8.0 pendant 45 min et la 

PNGase Fa été directement incubée sur la membrane pendant toute la nuit dans un tampon 

Tris/HCl pH8.6 sous agitation, à température ambiante. 
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III- Résultats 

1- Etude de la 0-GlcNAc sur des ovocytes immatures (phase G2) et des 

ovocytes matures (phase M) 

Des ovocytes matures (M) et immatures (G2) de Xénope ont été homogénéisés et 

séparés en SDS-PAGE 10% et électrotransférés. La figure 1 montre la révélation des 

membranes par deux lectines: la WGA (B), utilisée couramment pour l'étude de la 0-

GlcNAc et la PNA (C), spécifique des 0- glycannes. La coloration des protéines totales a été 

effectuée au rouge ponceau (A). Nous avons déposé sur chaque piste le contenu de deux 

ovocytes de Xénope. 

La maturation induit une augmentation de la 0-GlcNAc sur plusieurs protéines de 

masse moléculaire apparente 97 kDa, 66 kDa et 30 kDa. La même augmentation est visible 

sur d'autres bandes, mais celles-ci sont plus faibles en intensité de révélation. Il faut 

remarquer que la bande de 97 kDa n'est pas glycosylée en G2 alors qu'elle l'est en M, et que 

la bande de 66 kDa est déjà glycosylée en G2 et que c'est l'intensité de révélation qui 

augmente pour cette bande. La révélation avec la PNA nous indique qu'il y a peu de 0-

glycannes dans nos préparations et que la maturation n'affecte pas ce type de glycosylation. 

La coloration au rouge ponceau atteste que les différences de 0-GlcNAc, ne sont pas dues à 

une différence du taux de protéines dans les pistes. 

2- Cinétique de maturation 

Les ovocytes de Xénope sont stimulés par la Pg et 5 ovocytes sont prélevés à 

différents temps de la cinétique (Figure 2). 

On remarque une évolution de la fixation de la WGA au cours de la cinétique 

d'incubation des ovocytes avec la Pg. Ceci est particulièrement bien visible pour des bandes 

de masses moléculaires apparentes de 66, 97, 100, 110 et 150 kDa (A). Pour ces bandes on a 

une augmentation de la fixation de la WGA jusque 16 heures, alors que le profil protéique 

reste inchangé (rouge Ponceau en figure 2B). Certaines bandes voient simplement leur taux de 

0-GicN Ac augmenter à partir d'un niveau de base existant dans les ovocytes non matures 

(phase G2), c'est le cas de la bande à 66 kDa (Fig. 2C). D'autres ne sont pas glycosylées et 

subissent une glycosylation à des temps différents de la cinétique : la bande de 97 kDa est 
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Figure 1- 0-GlcNAc sur des ovocytes immatures (phase G2) et des ovocytes matures (phase 
M) Rouge ponceau (A), révélation par la WGA (B), et la PNA (C) après traitement par la PNGase F. 
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détectée à partir de 4 h, celle de 150 kDa à partir de 2 h (Fig. 2C). La glycosylation d'une 

bande de masse moléculaire 20 kDa a sa glycosylation qui diminue avec un minimum à 6h de 

cinétique. et celle-ci ré-augmente vers 8h de cinétique. 

Si nous observons une augmentation générale de la 0-GlcNAc lors de la maturation 

des ovocytes de Xénope, il nous faut : (i) démontrer que les variations se font bien sur la 0-

GlcNAc, (ii) démontrer si c'est une augmentation du taux de protéines ou bien une 

augmentation du taux de glycosylation de ces protéines (si les protéines vues par la révélation 

à la WGA sont invisibles au Ponceau). 

3- Transfert de galactose tritié sur les 0-GlcNAc terminaux 

Pour vérifier que les changements de glycosylation lors de la maturation des 

ovocytes de Xénopes, se font bien sur la 0-GlcN Ac, nous avons effectué un transfert de 

eH] galactose sur les résidus de GleN Ac terminaux. Pour cela nous avons utilisé la galactosyl 

transférase bovine qui greffe un galactose en béta-1, 4 sur les résidus de GleNAc à partir de 

l'UDP-eH]Gal. Les protéines sont séparées en SDS-PAGE, le gel baigné dans l' Amplif/ et 

les protéines fluorographiées. 

Comme pour la figure 1, on retrouve une augmentation de la glycosylation sur 

certaines protéines, après maturation des ovocytes (Figure 3A). Malgré cela il semble que (i) 

certaines bandes n'ont pas toujours exactement la même masse moléculaire que celle 

retrouvée en figure 1, (ii) l'intensité de révélation n'est pas la même, et enfin (iii) on ne 

retrouve pas toutes les bandes détectées par la WGA. D'abord, la masse moléculaire 

apparente est légèrement supérieure après transfert de galactose. Ceci peut être dû soit au fait 

que 1' on greffe de nombreux résidus de galactose et que la masse moléculaire apparente de la 

protéine soit plus grande ou que la conformation de la protéine soit modifiée après transfert de 

galactose. De même, les intensités de révélation par rapport à celles retrouvées en WGA, sont 

différentes pour certaines bandes : ceci est dû au fait que le greffage de galactose se fasse sous 

la forme native de la protéine, et seuls les résidus de 0-GlcNAc externes sont substitués. Par 

contre, la fixation de la WGA sur les protéines transférées s'effectue sur les résidus externes 

et internes, puisque la protéine est dénaturée est complètement« débobinée». Ce phénomène 

est couramment rencontré pour la mise en évidence de la 0-GlcN Ac par transfert de 

galactose :une protéine peut être révélée par la WGA et pas par le galactose tritié. 

La figure 3A représente la fluorographie des protéines à 0-GlcNAc en phase G2 et 

en phase M et la figure 3B représente la coloration au bleu de coomassie. 
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Figure 3- Marquage des protéines totales des ovocytes de Xénope immatures (G2) et 
matures (M) 
A; fluorographie et B, coloration au bleu de coomassie 
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4- Localisation cellulaire des protéines ayant leur 0-GlcNAc augmenté au 

cours de la maturation 

Des ovocytes immatures de Xénope ont été énucléés pms soumis à 1' analyse 

biochimique. La révélation par la WGA montre clairement que toutes les protéines ayant leur 

niveau de 0-GlcNAc augmenté lors de la maturation, ne sont pas présentes dans le noyau ou 

tout au moins pas de manière majoritaire. Celles-ci se retrouvent plutôt dans le compartiment 

cytoplasmique (figure 4A, révélation par la WGA, et figure 4B coloration des protéines 

totales au rouge ponceau). 

5- Maturation des ovocytes de Xénope en présence d'un inhibiteur de la 

synthèse protéique 

Afin de démontrer que l'augmentation de 0-GlcNAc lors de la maturation n'est pas 

due à une augmentation de la synthèse protéique, le cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la 

synthèse protéique, a été utilisé lors de l'étude du processus de maturation des ovocytes de 

Xénope. Ainsi puisque la synthèse protéique sera inhibée, la glycosylation détectée avec la 

WGA n'affectera alors que les protéines déjà présentes dans l'ovocyte au moment du 

déclenchement de la maturation. La reprise de la méiose a été obtenue cette fois en injectant 

directement dans les ovocytes, la protéine phosphatase cdc25 (incubation 5 et 7 h), qui en 

déphosphorylant cdc2, active le MPF (Figure 5). En effet lorsque la synthèse protéique est 

inhibée, les ovocytes sont insensibles à la progestérone mais ils entrent en méiose en réponse 

à l'injection de cdc25. 

La figure SA nous montre que les mêmes modifications de la glycosylation induites 

après incubation de la Pg sont retrouvées après injection de cdc25 que ce soit 5 ou 7 heures 

après l'injection. De plus ces modifications de glycosylation apparaissent de manière tout à 

fait normale en présence de cycloheximide. Ce résultat prouve que c'est une augmentation de 

la 0-GlcNAc, et non une augmentation de la synthèse protéique qui est induite après 

activation de la maturation (pas de synthèse des substrats de la 0-GlcN Ac transférase) et que 

les enzymes à l'origine de la glycosylation sont déjà présentes dans l'ovocyte immature. La 

figure SB représente la coloration au rouge ponceau de la membrane révélée par la WGA. 
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Figure 4- Localisation cellulaire des protéines ayant leur 0-GlcNAc augmenté au cours 
de la maturation 
A; Révélation par la WGA et B; colomtion au rouge Ponceau 
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6- Enrichissement des protéines à 0-GlcNAc par WGA-sépharose 

S'il semble clair que la maturation des ovocytes de Xénope induit une augmentation 

de la 0-N-Acétylglucosaminylation, il serait intéressant de pouvoir identifier chacune des 

protéines dont le taux de 0-0lcNAc est augmenté. Pour cela nous avons utilisé une technique 

consistant à incuber les extraits d'ovocytes de Xénope en phase 02 et en phase M, en 

présence de WGA-sépharose et à les séparer par SDS-PAOE. Nous avons ensuite testé la 

WGA (Fig. 6A) et un anticorps dirigé contre la béta-caténine (figure 6B) sur ces protéines 

enrichies. 

La WGA nous montre un fort enrichissement en protéines à 0-0lcN Ac pour les 

bandes de masse moléculaire de 66 et 97 kDa. De même l'utilisation de l'anticorps anti- béta­

caténine montre que la béta-caténine se retrouve dans l'enrichissement par la WOA, indiquant 

qu'elle est glycosylée. Par contre contrairement à ce qui est observé pour la WOA, il n'y a pas 

d'enrichissement en béta-caténine mais seulement une augmentation de la glycosylation. On 

aurait put s'attendre à avoir un enrichissement en béta-caténine, ce qui n'est pas le cas. Ceci 

peut s'expliquer très simplement par le fait que la béta-caténine a un niveau basal en 0-

0lcNAc (même très faible) dans les ovocytes non maturés (02). Cette glycosylation est 

suffisante pour précipiter la béta-caténine (02) de manière aussi efficace que lorsque celle-ci 

est plus glycosylée (M). Il faut ajouter que la WGA-sépharose est d'ailleurs toujours ajoutée 

en excès. Malgré cette expérience, on ne pas être sûr que la bande de 97 kDa corresponde bien 

à la béta-caténine. 

7- Dosage des activités glucosaminidase et 0-GicNAc transférase au cours de 

la maturation 

Nous avons démontré que l'augmentation de 0-GlcNAc induite par la maturation 

n'était pas due à une augmentation de la synthèse protéique. Nous avons donc décidé de 

mesurer les activités de la glucosaminidase et de la 0-GlcNAc transférase au cours de la 

maturation. 

Pour cela l'activité glucosaminidasique a été mesurée en utilisant le PNP-OlcNAc-

2mM dans un tampon acétate- 50mM, pH 6.5. Pour ce faire le tampon de lyse utilisé ne 

contenait pas de PNP-Phosphate. 

L'activité 0-GlcNAc transférasique a été mesurée en utilisant des peptides de 

synthèse contenant des séquences d'addition de 0-GlcNAc en présence de 0.5 j.l.Ci d'UDP-
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Figure 6-Enrichissement des protéines à 0-GlcNAc par WGA-sépharose 
A; révélation des protéines totales par la WGA et B; révélation par la WGA après 
enrichissement sur WGA-sépharose 
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[
14C]GlcNAc dans un tampon acétate 50mM, pH 6.5, AMP SmM. L'incubation a duré 2 

heures, à 3 7°C. Les échantillons ont ensuite été passés sur une colonne de 1 ml de 

DowexlX8. afin de retenir l'excès d'UDP-[ 14C]GlcNAc n'ayant pas réagit, et les colonnes ont 

été lavées avec 5 volumes d'eau. 

La figure 7 montre les courbes d'activité enzymatique ainsi que les tâches de 

maturation au cours de la cinétique. Ainsi on peut voir qu'au cours de la maturation on a une 

augmentation de l'activité 0-GlcNAc transférasique, concomitante à une diminution en 

activité glucosaminidasique. On voit donc que le potentiel des protéines à être modifiées par 

la 0-GlcNAc augmente au cours de la maturation. 

Dans cette étude, nous avons pu démontrer que lors de la maturation des ovocytes de 

Xénope induite par le progestérone, le niveau de 0-GlcNAc sur certaines protéines, 

notamment sur des protéines de 66 et 97 kDa et sur des protéines minoritaires. La protéine de 

97 kDa pourrait être la béta-caténine. Malheureusement l'identification de ces protéines par 

approche protéomique s'est révélée infructueuse, par le fait qu'elles soient en quantité réduite 

et par le fait que leur basicité ne les fasse pas migrer correctement en première dimension 

d'électrophorèse bidimensionnelle. 

Nous avons aussi démontré une augmentation de l'activité 0-GlcNAc transférasique lors de 

cette maturation. Il serait intéressant de voir si cette augmentation de 0-GlcNAc ne peut pas 

intervenir dans des événements postérieurs à la maturation comme la fécondation. Il aurait été 

intéressant pour cela de trouver des inhibiteurs de 0-GlcNAc transférase. Des études utilisant 

l'UDP se sont montrées une fois encore infructueuses (en fait, il n'a pas encore été décrit 

d'inhibiteur spécifique de cette enzyme). 
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CONCLUSION GENERALE 

Nous nous sommes attachés pendant notre thèse à l'étude de la 0-N­

Acétylglucosaminylation. Cette glycosylation, découverte en 1984, affecte majoritairement 

les protéines des compartiments cytosolique et nucléaire, et bien que la liste des protéines 

modifiées par la 0-GlcNAc ne cesse de s'allonger, les fonctions de la 0-GlcNAc restent mal 

connues. 

Ce travail s'est divisé en cinq grandes parties et deux points majeurs ont pu être 

abordés. Le premier point concerne la balance phosphorylation/0-N-

Acétylglucosaminylation. Ce travail a été mené sur l'ensemble des protéines d'une lignée de 

neuroblastomes puis sur une protéine en particulier, la protéine Tau. Le deuxième point 

abordé s'est axé sur l'implication de la 0-GlcNAc dans le transport nucléaire des protéines 

cytosoliques. Nous avons pour cela travaillé sur cette même protéine Tau et avons essayé de 

relier la balance entre la phosphorylation et la 0-N-Acétylglucosaminylation avec la 

localisation nucléaire de ces protéines Tau. Un autre aspect de cette étude a été de caractériser 

1 'existence de lectines spécifiques du résidu de GleN Ac, dans le cytosol et le noyau de foie de 

rat, et pouvant intervenir dans le transport de protéines cytosoliques et jouant alors le rôle de 

navette. Deux autres études sont venues s'ajouter aux travaux précédents. La premier a 

concerné l'étude de la 0-GlcNAc sur les produits du gène Pax-6 et enfin la deuxième, et 

dernière, a été consacrée à 1' étude de la maturation des ovocytes de Xénope sur les niveaux de 

0-GlcNAc. 

Pour l'étude de la balance phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation sur des 

cellules de neuroblastomes, nous avons utilisé un inhibiteur de phosphatases, l' AO. Ces 

études nous ont montré qu'il y avait une diminution de la fixation de la WGA pour certaines 

protéines après traitement des cellules par cet inhibiteur. L'utilisation de l'AO a aussi résulté 

en une diminution de l'incorporation de [14C]Glucosamine sur les protéines du 

neuroblastome, concomitamment à une augmentation de l'incorporation de 

e3P]orthophosphate. Le dosage du pool intracellulaire d'UDP-GlcNAc après traitement par 

l'AO a démontré que la diminution de 0-GlcNAc était due à une augmentation de 

l'occupation des sites par la phosphorylation, et pas d'une diminution du «pool» 

intracellulaire d' UDP-GlcNAc. Pendant ce travail, d'autres auteurs sont arrivés aux mêmes 

conclusions que nous, en utilisant des stratégies différentes : Haltiwanger et al, 1998, en 

utilisant un inhibiteur de la glucosaminidase, la PUGNAC, et Griffith et Schmitz, 1999, en 
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utilisant des activateurs et inhibiteurs de kinases. Cependant, il est clair aujourd'hui que la 

compétition de la 0-GlcNAc vis-à-vis de la phosphorylation, n'affecte pas toutes les protéines 

ou tous les sites de phosphorylation. Dans un avenir proche, on peut s'attendre à ce que des 

travaux s'appliquent à la recherche des kinases réellement n compétition avec la 0-GlcNAc 

transférase. Après avoir étudié la balance phosphorylation/0-N-Acétylglucosaminylation sur 

l'ensemble des protéines des cellules de neuroblastome Kelly, nous avons fait cette étude sur 

une protéine particulière : la protéine Tau. Nous avons travaillé sur une souche de 

neuroblastomes transfectée avec la plus longue isoforme des protéines Tau : Tau441. Nous 

avons démontré que Tau441, localisée dans le cytosol et dans le noyau, était glycosylée. 

Après traitement par 1 'AO, il y a une diminution de 75% de la glycosylation de ces protéines 

Tau dans le cytosol, alors que dans le noyau la diminution de la glycosylation est directement 

corrélée à une diminution de Tau en elle-même (baisse de 50%). De plus en électrophorèse 

2D- nous avons vu que la glycosylation de Tau se localisait spécifiquement au niveau des 

isoformes les moins phosphorylées. En plus des isoformes classiques des protéines Tau, une 

isoforme de bas poids moléculaire a pu être détectée dans le noyau, glycosylée aussi mais 

dont l'AO ne semble pas perturber pas, ni la glycosylation, ni la localisation nucléaire. Ces 

résultats sont le reflet d'une exclusion mutuelle entre la phosphorylation et la 0-GlcNAc sur 

des résidus de sérine et de thréonine de la chaîne polypeptidique de certaines protéines. La 

localisation nucléaire de Tau441 semble être dépendante de cette balance phosphorylation /0-

N-Acétylglucosaminylation. Il serait intéressant de savoir quelles kinases sont en compétition 

avec la 0-GlcNAc transférase, puisque toutes les protéines phosphorylées ne semblent pas 

être impliquées dans cette balance, comme nous l'avons mentionné plus haut. La protéine Tau 

pourrait être un modèle intéressant pour cette étude en vue, du nombre de sites de 

phosphorylation qu'elle contient, et des différentes kinases qui peuvent la phosphoryler. 

Le travail effectué sur les produits du gène Pax-6, gène impliqué dans le 

développement de 1' œil, s'est un peu démarqué des travaux précédemment présentés dans les 

deux premières parties. Nous avons démontré que seules les isoformes des produits du gène 

Pax-6 exclusivement nucléaires sont modifiées par la 0-GlcNAc, ce qui renforce l'hypothèse 

de l'importance de cette glycosylation pour la localisation nucléaire. En outre, il semble que 

la 0-GlcN Ac ne soit pas indispensable à la fixation de 1 'ADN puisque après fixation elle reste 

accessible à la WGA et il a été démontré que ces facteurs de transcription produits chez E. 

coli sont aussi capables de fixer une sonde spécifique. Cette 0-GlcNAc semble localisée de 

manière préférentielle dans le domaine paired de liaison à l'ADN, et l'examen de la séquence 

primaire a révélée un nombre de sites potentiellement 0-GlcN Ac au niveau du domaine 
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carboxyterminal. Malgré tout il nous restera à définir précisément les sites de 0-N­

Acétylglucosaminylation et leur rôle en ce qui concerne Pax-6. Malheureusement des 

systèmes de transcription in vitro avec le gène Pax-6 n'existent pas. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l'existence de lectines spécifiques du résidu 

de GleNAc dans le cytosol et le noyau de foie de rat. Si la 0-GlcNAc est indispensable au 

transport de protéines vers le noyau, de telles lectines doivent exister. De telles études ont déjà 

été menées sur des cellules HL60 (Felin et al, 1994) et le concept du rôle de lectines à 

GleNAc jouant la navette entre les compartiments cytosoliques et nucléaires n'est pas 

nouveau (Duverger et al, 1996). Nous avons retrouvé dans ces deux compartiments un triplet 

de protéines de masse moléculaire 70, 65 et 55 kDa retenues spécifiquement sur GleNAc 

immobilisée. Une électrophorèse bidimensionnelle de ces lectines et l'utilisation d'anticorps 

anti-phospho-dépendants nous ont révélé que l'état de phosphorylation était différent suivant 

la localisation de ces lectines. Ces lectines existent sous la forme de multimères et sont 

associées à une activité phosphatasique. La reconnaissance de ligands endogènes par ces 

lectines nous pousse aujourd'hui à en rechercher la nature. Il ne faut pas oublier de 

mentionner que ces mêmes lectines à GleNAc peuvent aussi jouer un rôle dans l'inhibition 

des interactions protéiques qui mettent en jeu la 0-GlcNAc et le rôle de ces lectines dans le 

transport nucléaire reste à prouver. 

Enfin l'étude de la maturation des ovocytes sur la 0-N-Acétylglucosaminylation a 

été étudiée. Ainsi nous avons pu démontrer que la maturation induisait une augmentation de la 

0-GlcN Ac sur certaines protéines notamment des protéines de masses moléculaires 

apparentes de 97 kDa et 66 kDa et exclusivement cytoplasmiques. La bande de 97 kDa 

pourrait être la béta-caténine mais cette hypothèse doit être renforcée, notamment par 

approche protéomique. Cette augmentation de la 0-N-Acétylglucosaminylation est le reflet 

d'une augmentation de l'activité 0-GlcNAc transférasique mais pas d'une augmentation de la 

synthèse protéique. Il sera intéressant de connaître le rôle de la 0-GlcNAc sur la maturation 

ou sur les événements antérieurs comme la fertilisation. 

Si la relation antagoniste de la 0-N-Acétylglucosaminylation vis à v1s de la 

phosphorylation ne semble faire aucun doute, il n'en va pas de même pour le rôle de la 0-

GlcNAc sur le transport nucléaire. Les études portant sur ce mécanisme sont peu nombreuses 

et il y a encore beaucoup à faire : si le triplet de protéines fait bien partie de la machinerie de 

transport, il sera important de connaître le rôle chacun des membres et d'éplucher 

soigneusement le mécanisme de transport. De même, quel est le rôle de la 0-GlcNAc lors de 
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la maturation ? Si c'est bien la 0-GlcN Ac qui semble être une conséquence du démarrage de 

la maturation et non l'inverse, on ne sait pas à quoi la 0-GlcNAc peut servir ultérieurement. 

Comme nous pouvons le voir, beaucoup de choses restent à faire sur les rôles joués 

par la 0-GlcNAc et d'autres fonctions non étudiées dans notre thèse méritent notre intérêt: en 

effet si la 0-GlcNAc joue un rôle antagoniste à la phosphorylation, la connaissance du 

nombre de processus cellulaires mis en jeu par cette phosphorylation nous laisse imaginer 

l'importance de la 0-GlcNAc et de la besogne à accomplir sur cette glycosylation originale. 
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