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SUMMARY 

Separation and purification of  Robinia lectin and concanavalin A binding sites from 
the surface o f  normal and transformed hepatie cells (Zajd~la's hepatoma) 

This report describes separation and purification of cell-surface components 
possessing Robinia lectin and concanavalin A activities from rat normal livex and 
ascites hepatoma cells. 

Limited treatment of both normal and transformed cells with trypsin releases 
a glycopeptide fraction from the cell surface. These fractions inhibit agglutination 
and (or) growth inhibition by Robinia lectin and concanavalin A, indicating that 
receptor sites for both lectins are components of  the cell surface glycopeptide fraction. 

The successive stages of purificalion of binding sites were followed by mea- 
suring the ability of  the various fractions to inhibit the cell agglutination and cell 
growth with the corresponding lectins. The cell surface glycopeptide fraction was 
fractionated by repeated gel filtration into fractions, two of which are more than 
50 times as effective as the trypsin proteolysate. 

The differences in biological activities displayed by the cell surface lectin 
receptors from normal and transformed cells support the belief that these two types 
of  binding sites are different. 

INTRODUCTION 

Les membranes cellulaires jouent un r61e d6terminant dans le contr61e de la 
morphog6n6se, de la croissance et de la diff6renciation par l'interm6diaire de macro- 
mol6cules situ6es h leur surface. La transformation cellulaire par les virus oncog6nes 
et par les carcinog6nes provoque d ' importantes modifications biochjmiques de ces 
macromol6cules et (ou) induit la synth6se de nouveaux d6terminants antig6niques. 

* Equipe de Recherches Associ6e au C.N.R.S. No. 321. 
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Ces antig6nes pr6sents ~ la surface des cellules canc~reuses, mais pas des cellules nor- 
males, seraient l 'une des expressions de la transformation cellulaire. 

Ces modifications peuvent ~tre r6v616es par les lectines qui provoquent l'ag- 
glutination des cellules tumorales [1--4] mais pas celle des cellules normales, stimulent 
la croissance de ces derni6res, mais inhibent celle des cellules transform6es [5-6]. 
Les actions des lectines sur les cellules impliquent leur interaction avec des sites r~- 
cepteurs situ6s h la surface des membranes cellulaires [5]. Cette interaction restaure 
l'inhibition de contact cellulaire perdue au cours de la transformation cellulaire, et 
arr~te la division anarchique des cellules [7]. 

Des observations, fond6es sur Faction de diverses lectines sur des cellules 
normales ou transform~es et iem inhibition par des hapt6nes glucidiques, sugg6rent 
que des sites r6cepteurs de structures diff6rentes sont pr6sents sur les surfaces cellu- 
laires. Un certain nombre de r6cepteurs cellulaires ont 6t6 partiellement purifi6s ~t 
partir des 6rythrocytes [8-10], des lymphocytes humains ou de porc [11-12] et des 
cellules transform6es [13-15 ]. Cependant, la comparaison directe des r~cepteurs n'a pas 
encore 6t6 r6alis6e et elle paraTt indispensable pour 6tablir une base mol6culaire de 
la transformation cellulaire. 

Le pr6sent travail d6crit la s6paration et la purification des sites r6cepteurs de la 
iectine de Robinia et de la concanavaline A pr6sents h la surface des cellules h6patiques 
normales et tumorales chez le rat. 

MATt~RIEL ET MI~THODES 

Produits chimiques: Les produits utilis~s proviennent de la firme Merck. La 
lectine de Robinia est pr6par6e dans le laboratoire ~. partir des graines de Robinia 
pseudoacacia [16]. La concanavaline A est obtenue de Sigma (Saint Louis, Mo., 
U.S.A.). L'homog~n~it6 de ces deux phytoh~magglutinines a ~t~ v~rifi~e par ~lec- 
trophor6se en gel de polyacrylamide [17]. 

R~colte des cellules 
Les cellules transform6es par l 'h6patome de Zajd61a, sont cultiv6es dans le 

liquide intrap6riton6al de rats Charles River de 250 g. Huit jours apr6s l'inocula- 
tion de 0.30 ml d'une suspension de cellules de cet h6patome, le liquide d'ascite est 
pr61ev6 et centrifug6 ~t 800 × g pendant 5 min. Le culot cellulaire est lav6 3 fois avec 
une solution de 0.15 M NaCI. La concentration cellulaire est amen6e ~t 1 • 108 cel- 
lules/ml. 

Les cellules h6patiques de rat normal sont obtenues par dispersion m6canique 
du tissu h6patique dans une solution de 0.15 M NaC1; ce ti~,su est lentement 6cras6 
fi l'aide d'un pilon et pass6 ~t travers une toile h bluter nylon Monyl HC. 

Prot~olyse des cellules 
Une suspension de cellules normales ou transform6es (109 cellules dans 10 ml 

de solution 0.15 M NaC1), est additionn6e de 20 pg de Trypsine TPCK (Sigma)/ml 
et incub6e ~ 37 °C pendant 30 min; la r6action enzymatique est arr~t6e par l 'addition 
de 20 pg/ml d'inhibiteur trypsique (Koch-Light  Laboratories). 

Les cellules sont s6par6es par centrifugation ~t 1000×g pendant 5 min. Le 
surnageant est concentr6. La viabilit6 des cellules apr6s cette prot6olyse est d6ter- 
min6e par l'6preuve du bleu Trypan. 
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Gel filtration 
Filtration sur colonne de SOphadex 
Les S6ph.adex G 75 et G 50 (Pharmacia) sont mis h gonfler pendant une nuit 

dans une solution de bicarbonate d 'ammonium 0.05 M (pH 7.5). On laisse s6dimenter 
la suspension 3 fois, en remplagant le surnageant par un 6gal volume de tampon neut. 

Les suspensions finales sont introduites dans des colonnes de 2 cm de dia- 
m6tre et elles s6dimentent par gravit6 jusqu'~, une hauteur de 110 cm. L'61ution est 
effectu6e par une solution de bicarbonate d 'ammonium 0.05 M (pH 7.5). Le d6bit 
de la colonne est de 20 ml/h pour le S6ph.adex G 50 et de 16 ml/h pour le S6phadex 
G 75. 

Filtration sur Biogel P 60 
Deux colonnes (20 cm ×0.75 cm) de Biogel P 60 (Biorad Laboratories) sont 

6quilibr6es dans deux tampons diff6rents. 
L'une des colonnes est pr6par6e dans le tampon bicarbonate d 'ammonium 

0.1 M (pH 7.5), et la deuxi6me colonne est 6quilibr6e dans de l'ac6tate de pyridine 
0.1 M (pH 3). Dans les deux cas, les tampons d'6quilibration sont utilis6s pour l'61u- 
/on. 

Techniques d'analyse biochimiques 
Les dosages des prot6ines et des constituanls glucidiques ont 6t6 effectu6s selon 

des techniques rapport6es par ailleurs [18]. Les d&erminations en chromatograph.ie 
gazeuse des constituants glucidiques sont r6alis6es apr6s m6thanolyse des produits, 
dans l'appareil Hewlett-Packard selon la tech.nique de Ch.amberr et Clamp [19]. 

T~ sts d'activitO biologique 
La purification et la s6paration des sites r6cepteurs de la lectine de Robinia 

et de la concanavaline A sont suivies par trois m6th.odes fond6es sur l'inhibition des 
propri6t6s agglutinante et mitotique de ces lectines. 

(a) Inhibition de l'a991utination des Orythrocytes par la lectine de Robinia et 
par la concanavaline A 

La r6action est effectu6e sur plaque d'opaline en ajoutant 15 pl d'une sus- 
pension d'6rythrocytes humains (lectine de Robinia) ou de rat (concanavaline A) h 
4 ~ ,  ~t un m61ange, incub6 3 min, de 3 pl d'une solution de lectine h 500 pl/ml et de 
20 #1 de dilutions de la solution b. tester. Si le site est pr6sent, il se fixe sur la lectine, 
laquelle alors n'agglutine plus les 6ryth.rocytes. L'unit6 d'inhibition de l'6ryth.roagglu- 
tination (UIE) sera d6finie comme la quantit6 minimale d'h.apt6ne qui inhibe 4 doses 
agglutinantes de lectine. 

(b ) Inhibition de l'a991utination des cellules d'hOpatome 
La r6action d'agglutination est effectu6e dans les godets de plaques h flocula- 

tion. 3 #1 d'une solution de lectine ~t 500 pg/ml sont ajout6s ~t 20 pl d'une suspension 
de celJules d'h.6patome b. 1 • 1 0  6 cellules par ml. L'agglutination des cellules est ob- 
serv6e au microscope invers6; le degr6 d'agglutination est fond6 sur le nombre el la 
taille des grappes cellulaires par rapport aux cellules non agglutin6es. 

La r6action d'inhibition de la cytoagglutination est r6alis6e en ajoutant 
la suspension de cellules d'h.6patome un m61ange pr6alablement incub6 de 10 pl 

de la solution hapt6nique ~ tester et de 3 pl de la solution de lectine. L'inhibition de 
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la cytoagglutination est fond6e sur l 'absence d 'amas  cellulaire et l 'observation d 'un 
tapis cellulaire komog6ne. 

(c) Inhibition de Faction des lectines sur la croissance des cellules en culture 
Culture d'h~patocytes normaux. Les h6patocytes de rats normaux sont mis en 

culture dans des flacons Falcon 5- raison de I .  106 cellules par ml de milieu de Eagle 
additionn6 de 10~  de s6rum de veau. Le volume total est de 5 ml. Les cultures sont 
poursuivies durant 72 h sans renouvellement du milieu. 

Des solutions de lectine de Robinia et de concanavaline A sont ajout6es 5- la 
concentration finale de 3/~g/ml de milieu de culture, correspondant 5- la quantit6 
minimale de lectine provoquant  la croissance maximum des h6patocytes normaux. 

Culture d'h~patocytes tumoraux. Les cellules sont raises dans des tubes de Le- 
jeune 5- raison de 2.5 • 105 cellules/ml de milieu de Eagle. Le volume total est de 5 ml 
Les cultures sont poursuivies durant 8 it sans renouvellement du milieu. 

Des solutions de lectine de Robinia et de concanavaline A sont ajout6es 5- la 
concentration finale de 3 #g/ml de milieu de culture, correspondant 5- la quantit6 
minimale de lectine inhibant au maximum la croissance des h6patocyles tumoraux. 

Inhibition haptOnique. 0.05 ml de la solution de lectine 5. 300 pg/ml et 0.1 mi 
de diverses dilutions de la solution hapt6nique 5- tester sont incub6s pendant 15 h 5- 
37 °C. Les m61anges sont ensuite ajout6s 5- 5 ml de suspensions cellulaires. 

L'unit6 d'inhibition de Faction des lectines est d6finie comme la quantit6 mi- 
nimale d'hapt6ne qui inhibe b. 100~o l 'action de la lectine sur la croissance des h6pa- 
tocytes normaux ou transform6s. 

RESULTATS 

Preparation et analyse de la fraction glycopeptidique cellulaire libOrOe par la trypsine 
La lib6ration par la trypsine des prot6ines et des constituants glucidiques des 

surfaces des cellules normales et transform6es ainsi que celle des sites r6cepteurs de 
la lectine de Robinia et de la concanavaline A sont 6tudi6es en fonction de la temp6ra- 
ture. I1 est observ6 un maximum de lib6ration 5- 37 °C 5- la fois pour les constituants 
glucidiques et les sites r6cepteurs, sans modification sensible de la viabilit6 des 
cellules, celle-ci 6tant toujours sup6rieure ~t 9 0 ~  (Tableau I). 

Une 6tude analytique compar6e entre les cellules normales et tumorales r6v61e 
qu'5- 37 °C la trypsine lib6re trois fois plus de prot6ines et deux fois plus d'hexoses 5- 
partir des k6patocytes normaux qu'5- partir des cellules d'ascite tumorale. 

En outre, les activit6s biologiques des deux prot6olysats lib6r6s par la tryp- 
sine 5- 37 °C diff6rent consid6rablement. Le prot6olysat provenanl des cellules nor- 
males est sans effet sur l 'action 6rythroagglutinante et l 'inhibition de croissance des 
ceilules tumorales provoqu6es par les lectines, m~me 5- des doses 6gales ou sup6rieures 
5- 1000pg; ce m~me prot6olysat inhibe l 'action des lectines sur la croissance des h6pato- 
cytes normaux ~t la dose de 200 pg. Le prot6olysat des cellules tumorales inhibe 
Faction des lectines sur l '6rythroagglutination et sur l 'inhibilion de croissance des 
cellules transform6es, respectivement aux doses de 15 et 150 pg; par contre, il est 
sans effet sur l 'action des lectines sur la croissance des cellules normales, m~me ~t 
des doses de 5000 pg. 

L'analyse chimique des prot6olysats des cellules normales et transform6es 
(Tableau II, colonne 1) r6v61e certaines diff6rences dans la composition en amino- 



to
 

O
 

to
 

T
A

B
L

E
A

U
 

I 

IN
F

L
U

E
N

C
E

 
D

E
 L

A
 T

E
M

P
I~

R
A

T
U

R
E

 S
U

R
 L

A
 L

IB
I~

R
A

T
IO

N
 P

A
R

 L
A

 T
R

Y
P

S
IN

E
 

D
E

S
 P

R
O

T
I~

IN
E

S
, 

D
E

S
 H

E
X

O
S

E
S

 
E

T
 D

E
S

 A
C

° 
T

IV
IT

I~
S

 D
E

 S
IT

E
S

 R
I~

C
E

P
T

E
U

R
S

 
D

E
 L

A
 L

E
C

T
IN

E
 

D
E

 R
O

B
IN

IA
 

E
T

 D
E

 L
A

 C
O

N
C

A
N

A
V

A
L

IN
E

 
A

, 
,~

. 
P

A
R

T
IR

 
D

E
 

1 
• 

10
9 

H
I~

P
A

- 
T

O
C

Y
T

E
S

 
N

O
R

M
A

U
X

 
E

T
 

T
U

M
O

R
A

U
X

 
(H

t~
P

A
T

O
M

E
 

D
E

 
Z

A
JD

I~
L

A
) 

L
'a

ct
iv

it
6 

de
 s

it
es

 r
6c

ep
te

ur
s 

es
t 

ex
pr

im
6e

 p
ar

 l
a 

qu
an

ti
t6

 m
in

im
al

e 
d'

ha
pt

O
ne

 (
en

/~
g)

 q
ui

 i
nh

ib
e 

b.
 1

00
 ~

 
F

ac
ti

on
 d

es
 l

ec
ti

ne
s.

 L
es

 v
al

eu
rs

 e
nt

re
 

pa
re

nt
h6

se
s 

ex
pr

im
en

t 
l'a

ct
iv

it
6 

to
ta

le
 e

n 
un

it
6s

 d
'i

nh
ib

it
io

n.
 

4 
°C

 
20

 °
C

 
37

 °
C

 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

n
o

rm
au

x
 

tu
m

o
ra

u
x

 
n

o
rm

au
x

 
tu

m
o

ra
u

x
 

n
o

rm
au

x
 

tu
m

o
ra

u
x

 

P
ro

t6
in

es
 l

ib
6r

6e
s 

(m
g)

 
50

 
15

 
55

 
H

ex
os

es
 l

ib
6r

6s
 (

m
g)

 
4,

8 
4 

6 

T
es

t 
de

 l
'6

ry
th

ro
ag

gl
ut

in
at

io
n 

de
 l

a 
le

ct
in

e 
de

 R
ob

in
ia

 
> 

10
00

 
25

 (
60

0)
 

> 
10

00
 

de
 l

a 
co

nc
an

av
al

in
e 

A
 

> 
10

00
 

30
 (

60
0)

 
> 

10
00

 

T
es

t 
de

 c
ro

is
sa

nc
e 

de
s 

ce
ll

ul
es

 n
o

rm
al

es
 

de
 l

a 
le

ct
in

e 
de

 R
ob

in
ia

 
> 

50
00

 
de

 l
a 

co
nc

an
av

al
in

e 
A

 
> 

50
00

 

T
es

t 
de

 c
ro

is
sa

nc
e 

de
s 

ce
ll

ul
es

 t
ra

ns
fo

rm
6e

s 
de

 l
a 

le
ct

in
e 

de
 R

ob
in

ia
 

> 
80

00
 

40
0 

(3
8)

 
> 

80
00

 
de

 l
a 

co
nc

an
av

al
in

e 
A

 
> 

80
00

 
40

0 
(3

8)
 

> 
80

00
 

V
ia

bi
li

t6
 d

es
 c

el
lu

le
s 

(~
) 

96
 

96
 

94
 

20
 

80
 

5 
10

 

15
 (

13
00

) 
> 

10
00

 
18

(1
10

0)
 

> 
10

00
 

30
0 

(1
40

) 
22

5 
(2

40
) 

3>
 5

00
0 

20
0 

(4
00

) 
30

0 
(1

40
) 

22
5 

(2
40

) 
> 

50
00

 
20

0 
(4

00
) 

25
0 

(8
0)

 
> 

80
00

 
25

0 
(8

0)
 

> 
80

00
 

93
 

93
 

m
.

 

25
 5,
5 

14
 (

17
50

) 
16

 (
15

00
) 

> 
50

00
 

> 
50

00
 

15
0 

(1
70

) 
15

0 
(1

70
) 

91
 



T
A

B
L

E
A

U
 

II
 

P
R

O
T

I~
IN

E
S

 E
T

 C
O

N
S

T
IT

U
A

N
T

S
 

G
L

U
C

ID
IQ

U
E

S
 

T
O

T
A

U
X

 
L

1B
I~

R
I~

S 
D

A
N

S
 

L
E

 P
R

O
T

I~
O

L
Y

S
A

T
 T

O
T

A
L

 
E

T
 D

A
N

S
 

L
E

S
 

F
R

A
C

- 
T

IO
N

S
 

P
U

R
IF

II
~

E
S

 
D

E
S

 
C

E
L

L
U

L
E

S
 

N
O

R
M

A
L

E
S

 
E

T
 T

R
A

N
S

F
O

R
M

I~
E

S
 

R
6s

ul
ta

ts
 e

xp
ri

m
6s

 e
n 

p
o

u
rc

en
ta

g
e 

du
 p

oi
ds

 s
ec

. 

P
ro

t6
ol

ys
at

 t
ot

al
 

F
ra

ct
io

n
 F

.4
 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

n
o

rm
au

x
 

tu
m

o
ra

u
x

 
n

o
rm

au
x

 
tu

m
o

ra
u

x
 

F
ra

ct
io

n
 F

4.
B

 
F

ra
ct

io
n 

F
4

.C
 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

H
6p

at
oc

yt
es

 
H

6p
at

oc
yt

es
 

n
o

rm
au

x
 

tu
m

o
ra

u
x

 
n

o
rm

au
x

 
tu

m
o

ra
u

x
 

P
ro

t6
in

es
 

85
 

83
 

78
 

77
 

C
o

m
p

o
s6

s 
gl

uc
id

iq
ue

s 
15

 
17

 
23

 
23

 

A
ci

de
 a

sp
ar

ti
qu

e 
1.

05
 

2.
49

 
1.

35
 

2.
32

 
T

hr
6o

ni
ne

 
2.

55
 

2.
49

 
2.

34
 

2.
54

 
S

6r
in

e 
5.

40
 

4.
20

 
1.

75
 

1.
64

 
A

ci
de

 g
lu

ta
m

iq
u

e 
5.

55
 

7.
47

 
1.

95
 

1.
80

 
P

ro
li

ne
 

7.
20

 
5.

81
 

4.
29

 
4.

62
 

G
ly

ci
ne

 
17

.3
 

16
.6

5 
22

.1
0 

21
.7

0 
A

la
ni

ne
 

16
.5

 
14

.1
4 

19
.9

0 
20

.0
 

V
al

in
e 

4.
25

 
4.

15
 

4.
68

 
3.

85
 

Is
ol

eu
ci

ne
 

2.
55

 
3.

32
 

2.
34

 
2.

32
 

L
eu

ci
ne

 
5.

60
 

4.
20

 
2.

36
 

1.
61

 
T

yr
os

in
e 

2.
55

 
2.

49
 

1.
85

 
1.

92
 

P
h6

ny
la

la
ni

ne
 

2.
55

 
2.

49
 

1.
95

 
1.

15
 

L
ys

in
e 

6.
80

 
6.

64
 

4.
20

 
3.

85
 

H
is

ti
di

ne
 

1.
25

 
1.

66
 

2.
34

 
3.

80
 

A
rg

in
in

e 
2.

55
 

3.
32

 
2.

40
 

2.
31

 
M

6t
hi

on
in

e 
1.

75
 

1.
05

 
1.

17
 

1.
15

 

M
an

n
o

se
 

3.
7 

4.
55

 
7.

20
 

7.
4 

G
al

ac
to

se
 

3.
7 

4.
55

 
1.

20
 

3.
0 

G
lu

co
se

 
0.

25
 

0.
30

 
2.

5 
2.

10
 

G
lu

co
sa

m
in

e 
2.

1 
5.

60
 

9.
0 

9.
6 

A
ci

de
 N

-a
c6

ty
l 

n
eu

ra
m

in
iq

u
e 

5.
4 

2.
1 

3.
1 

1.
0 

65
 

68
 

84
 

77
 

35
 

32
 

17
 

23
 

1.
30

 
2.

04
 

0.
84

 
1.

40
 

2.
60

 
2.

20
 

9.
24

 
9.

24
 

2.
70

 
2.

72
 

6.
50

 
7.

20
 

7.
84

 
6.

85
 

19
.8

0 
18

.1
0 

3.
95

 
3.

40
 

5.
04

 
5.

39
 

7.
15

 
6.

80
 

10
.8

0 
7.

20
 

5.
52

 
6.

46
 

7.
30

 
6.

50
 

2.
60

 
2.

72
 

5.
04

 
5.

10
 

3.
25

 
2.

72
 

2.
52

 
2.

80
 

1.
96

 
2.

38
 

4.
20

 
3.

85
 

10
.5

0 
10

.8
0 

1.
26

 
1.

54
 

4.
22

 
6.

16
 

0.
96

 
0.

77
 

7.
80

 
8.

16
 

5.
04

 
5.

39
 

1.
30

 
2.

72
 

1.
50

 
1.

54
 

1.
30

 
1.

36
 

0.
95

 
0.

77
 

0.
65

 
0.

68
 

0.
84

 
0.

77
 

10
.1

 
10

.9
 

4.
52

 
4.

37
 

7.
20

 
6.

9 
4.

96
 

6.
90

 
2.

10
 

2.
0 

1.
92

 
3.

45
 

12
.5

 
11

.4
 

5.
0 

7.
69

 
3.

1 
1.

7 
1.

50
 

0.
70

 

1"
4 



204 

acides; en particulier, le prot6olysat des cellules transform6es contient plus d'acides 
aspartique et glutamique tandis que le prot6olysat des cellules normales contient plus 
de s6rine, proline, leucine et m6tttionine. La composition en ttexoses et le rapport 
mannose/galactose sont semblables pour les deux types de cellules; au contraire, 
le taux de glucosamine est plus 61ev6 darts les cellules transform6es et celui de l'acide 
sialique est plus 61ev6 dans les cellules normales. 

S6paration des sites rOcepteurs de la leetine de Robinia et de la concanavaline A 
Les prot6olysats des cellules normales et des cellules transform6es sont con- 

centr6s 5. faible volume. Des quantit6s semblables (soit 2.5 mg de constituants glu- 
cidiques) de prot6olysat des cellules normales et transform6es sont filtr6es sur une 
colonne de S6phadex G 75. Les d6terminations des hexoses et de l 'absorption 
280 nm permettent de s6parer quatre fractions h partir des deux types de prot6olysats 
(Fig. 1). 

A~lo 

1.5- 

1.0- 

0.5- 

|1 i| 
I I I ii I, / d 

II I t [ i  Ill 
il a... i; 
ilF. ,,\F2 F, I/ 

II I A, TM 

:1 ',k ' / ;  "\ 
/ x  ~ i l l  ~\ 
IJ l~ \ \  : , / I  ',, ,, 

I l ~ X  • ~  I X I 

l/i',x, ,, \ !  !i 
, × ',,\ ,,S x , PHA-R ~ I ,  I I 
!~ x\,~/ " x  i ,  CON-A lt l 
,I, x \ , l ,~  "x, 
100 200 300 ml 

Asao 

-0,3 

-0.2 

-0.1 

Fig. 1. Gel filtration sur colonne de S6phadex G 75 (110 cm × 1.75 cm) dans  le bicarbonate  d ' am-  
m o n i u m  0.01 M, des prot6olysats  des cellules normales  (trait plein) et tumorales  (trait discontinu).  
Dosage  des prot6ines ( 0 )  par  absorpt ion  b. 280 n m  et des hexoses  ( x )  par  dosage avec l 'orcinol h 
520 n m  dans  chaque  tube  (7 ml) recueilli au  cours  de l '6lution. Les contenus  des tubes sont  r6unis 
selon les barres  noires. P H A - R ,  lectine de Robinia; CON-A, concanaval ine  A. 

Les fractions F1 et F2, mieux individualis6es par les dosages des hexoses 
pr6sentent le poids mol6culaire le plus 61ev6 et contiennent 5 0 ~  des prot6ines des pro- 
t6olysats totaux mais seulement 25~o des constituants glucidiques et 2 0 ~  des acti- 
vit6s biologiques. 

La fraction F3 est insignifiante et elle est 61imin6e. La fraction F4, la plus 
retard6e, contient la majeure partie des sites r6cepteurs des deux lectines et des con- 
stituants glucidiques pr6sents dans les prot6olysats. La fraction F4 des cellules nor- 
males et transform6es est ensuite r6solue sur une colonne de S6phadex G 50. Les 
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d6terminations des prot6ines et des hexoses dans les fractions eifluentes permettent 
de distinguer 4 pics. Le pic A, de poids mol6culaire le plus 61ev6, ne pr6sente aucune 
activit6 de sites r6cepteurs. Les pics B e t  C sont de nature glycopeptidique et leur 
poids mol6culaire se situe entre 2500 et 5000. Le Tableau II rapporte l'analyse chimi- 
que des deux fractions B e t  C qui r6vSle des diff6rences entre les cellules normales 
et transform6es. 

I1 apparait que la fraction F4. B des cellules transform6es contient plus d'acide 
aspartique, de ph6nylalanine et d'histidine, et moins d'acide sialique que la fraction 
correspondante des cellules normales, les autres constituants 6tant en proportion 
semblables darts les deux types de cellules. La fraction F4.C des cellules transform6es 
contient plus de galactose, glucose et glucosamine, et moins d'acide sialique que la 
fraction F4.C des cellules normales; en outre, celle-ci contient plus de glycine et moins 
d'acide aspartique. Enfin, un r6sultat capital de cette op6ration r6side darts la s6para- 
tion des activit6s de sites r6cepteurs de la lectine de Robinia (pic B) et de la concana- 
valine A (pic C) (Fig. 2 et Tableau III). 

1.5- 

4280 

10-  

0 5 -  

x x ~. x '[" • 
, \ 

/1' PHA-R . 1 CON-A x . / e e ~ ] ~ ' ~  PHA-R " ~ 

36o 3~ 460 4~ ~l 

4520 

.0.2 

-OJ 

Fig. 2. R6solution par gel filtration sur S6phadex G 50 (110 crn × 2.5 cm) dans le bicarbonate d'am- 
monium 0.01 M des fractions F4 (voir Fig, 1). M6mes 16gendes que pour la Fig. 1. 

Purification des sites rOcepteurs par affinitO de liaison 
Les fractions B e t  C ainsi pr6par6es par gel filtration sont incub6es s6par~ment 

avec la lectine de Robinia (fraction B) et la concanavaline A (fraction C) & 37 °C 
pendant 30 min dans le tampon bicarbonate d 'ammonium 0.1 M (pH 7.5). 

Apr~s ce temps les m61anges d'incubation sont filtr6s sur une colonne de 
Biogel P 60, 6quilibr6e dans le bicarbonate d 'ammonium 0.1 M, pH 7.5 (Fig. 3al 
et 3a2). 

Les complexes lectine-sites et la lectine en exc6s sont exclus de la colonne 
(pics PI),  tandis que les glycopeptides non complex6s sont retard6s (picsP2). Par 
les tesls d'agglutination et de croissance cellulaire, il est montr6 que toutes les frac- 
tions retard6es P2 sont inactives, sugg6rant que les sites se sont combin6s en totalit6 
h leurs lectines respectives. 

La dissociation du complexe site r6cepteur-lectine est obtenue en acidifiant 
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Fig. 3. Purification des sites r6cepteurs de la lectine de Robinia et de la concanavaline A. (a) Fil- 
tration sur colonne de Biogel P 60 (20 cm × 0.75 cm) dans le bicarbonate d'ammonium 0.1 M (pH 
7.5) des complexes de ces deux lectines et des fractions Bet  C obtenues selon la Fig. 2. al ,  lectine 
de Robinia; a2, concanavaline A. (b) Dissociation des complexes B.PI et C.PI obtenus en (a) et 
s6paration des sites r6cepteurs de la lectine de Robinia B.PIb et de la concanavaline A (C.PIb). bl, 
lectine de Robinia; b2 concanavaline A. La filtration est effectu6e sur colonnes de Biogel P 60 (20 cmx 
0.75 cm), dans l'ac6tate de pyridine 0.1 M (pH 3). M~mes 16gendes que pour la Fig. 1. 

le mi l ieu  ~t p H  2.5 pa r  l ' ac ide  ac6tique 1 M. La  lectine en exc6s et la lectine ainsi 
lib6r6e des complexes  sont  pr6cipit6es pa r  l '6 thanol  ~t 80 ~o. Le su rnagean t  qui con- 
t ient  les sites r6cepteurs  est concentr6  sous vide et purifi6 sur co lonne  de Biogel P 60 
6quilibr6 dans  l 'ac6ta te  de pyr id ine  0.1 M, p H  3 (Fig.  3bl  et 3b2). 

Une  peti te quant i t6  de lectine non pr6cipit6e pa r  l '6 thanol  est exclue (pics P l a )  
et s6par6e des pics P l b  qui  cont iennent  les sites r6cepteurs.  

Activit$s biologiques des sites rOcepteurs purifiOs 
Le bi lan des activit6s des sites r6cepteurs de la  lectine de Robinia et de la  con-  

canaval ine  A pr6sents ~t la  surface des cellules no rma les  et trartsform6es,  aux diff6- 
rentes 6tapes de leur  pur i f icat ion,  est r appor t6  darts le Tab leau  III .  

Le rendement  de la p r6para t ion  des sites rec6pteurs de ces deux lectines, p r& 
sents sur  les cellules normales ,  est de 50%.  Leur  activit6 sp6cifique est mult ipl i6e 
pa r  un  fac teur  de 100 entre  la premi6re  et la derni6re 6tape de leur  purif icat ion.  Dans  
le cas des cellules t ransform6es  le r endemen t  de p r epa ra t i on  est de 71~o pou r  la  lectine 
de Robinia et de 6 2 ~  pou r  celui de la concanava l ine  A. L 'act iv i t6  sp6cifique est 
mult ipl i6e pou r  les deux sites pa r  un fac teur  de 54. 

Le Tab l eau  IV r appor t e  les activit6s b io logiques  des sites r6cepteurs  purifi6s 
des deux lectines. Les sites des cellules normales  n ' i nh iben t  pas  les ac t ions  des deux 
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lectines sur l '&ytkroagglutination et sur la croissance des cellules transform6es m~me 
la dose de 700/~g. Au contraire, le site r6cepteur de la lectine de Robinia sur les 

cellules normales inkibe, ~t la dose de 3/~g, Faction de cette lectine sur la croissance 
des cellules normales; il est san,,, effet sur Faction de la concanavaline A, m~me ~t la 
dose 700/~g. De m~me, le site de la concanavaline A purifi6 des cellules normales 
inkibe seulement Faction de cette lectine sur la croissance des cellules normales 
la dose de 3/zg. 

Les sites r6cepteurs des cellules transform6es n'inkibent pas Faction des lec- 
tines sur la croissance des cellules normales, m~me ~t des doses de 500 /~g. Le site 
r6cepteur de la lectine de Robinia, pr6sent b. la surface des cellules transform6es inhibe 
Faction de cette lectine sur l '6rythroagglutination et sur la croissance des cellules 
transform6es, respectivement aux doses minimales de 0.5 et 5.5 #g. Ce site r6cepteur 
est sans effet sur les activit6s de la concanavaline A, m@me pour des doses sup6rieures 
~t 500 #g. 

De m~me le site r6cepteur purifi6 de la concanavaline A, pr6sent sur les cellules 
trartsform6es, inkibe Faction de cette lectine sur ['6rytkroagglutination et sur la crois- 
sance des cellules transform6es aux doses de 0.5 et de 4.5/~g. Ce site est sans effet inhibi- 
teur sur les activit6s de la lectine de Robinia, m~me ~t des doses sup6rieures ~t 500/~g. 

La lectine de Robinia et la concanavaline A agglutinent les cellules transform6es 
mais pas les ce|lules normales. Les sites r6cepteurs purifi6s des deux lectines isol~s de 
la surface des cellules normales n'inhibent pas l'~ction cytoagglutinante de ces lectines, 
m~me ~t des doses sup6rieures h 700/~g. Au contraire et ~t la dose de 8/~g, l'agglutina- 
tion par les lectines oes cellules transform6es est inhib6e sp6cifiquement par les sites 
r6cepteurs purifi6s de ckaque lectine, pr6sents ~t la surface des cellules transform6es. 

Ces r6sultats sugg6rent que les sites r6cepteurs de la lectine de Robinia et 
ceux de la concanavaline A sont diff&ents pour un m~me type de cellule et que les 
sites d'une m~me lectine sont diff&ents selon l'6tat normal ou transform6 de la cellule. 

DISCUSSION 

Puisque, dans la majorit6 des cas, les cellules normales et transform6es fixent 
des quantit6s semblables de lectines (r6fs 20, 21; Dievardet  Bourrillon, r6sultats non 
publi6s), pourquoi la croissance des cellules tumorales, agglutinables, est-elle inkib6e 
par ces agglutinines alors que la croissance des cellules normales, non agglutinables est 
stimul6e? L'action des lectines mitog6nes sur les cellules r6sultant de leur liaison ~ des 
sites r6cepteurs membranaires [5, 22, 23], il apparait que ces diff6rences dans les pro- 
pri6t6s des cellules normales et tumorales, r6v616es par les lectines, sont li6es ~ des 
alt6rations des surfaces membranaires accompagnant la transformation maligne 
[1, 2, 7]. Ces altgrations int6resseraient la structure ckimique [24] et (ou) la distri- 
bution topologique [25] des sites r6cepteurs cellulaires de lectines. 

Afin de vgrifier cette interpr6tation, une comparaison des caractgristiques chi- 
miques et des propri6t6s de liaison aux lectines de sites r6cepteurs pr6sents ~ la sur- 
face des cellules normales et transformges, s'av6rait indispensable. 

Comme dans le cas des 6rythrocytes [26] et des cellules en lign6e continue 
[13-15, 27-29], la prot6olyse limit6e des h6patocytes normaux et tumoraux de rat 
lib6re des fractions de nature glycopeptidique dont certaines ont conserv6 la capacit6 
de selier aux lectines et d'inhiber leur action sur l'agglutination ou la croissance des 
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cellules dont elles proviennent. Ces r6sultats indiquent que les prot6olysats contien- 
nent les sites cellulaires de liaison aux lectines, ou une partie d'entre eux, et que ces 
sites sont situ6s/l la surface cellulaire. En outre, l 'analyse ch.imique de ces prot6oly- 
sats r6v61e un pourcentage en acide sialique plus faible dans les h6patocytes tumoraux, 
r~sultat qui a g~n6ralement 6t6 observ6 dans l 'analyse chimique compar~e des cellules 
normales et transform6es [30-32], bien que d'autres analyses n'aient r6v616 aucune 
modification [33] ou m~me une augmentation de l'acide sialique apr~s transformation 
maligne [28, 34-35]. 

La r6solution des sites r6cepteurs cellulaires de la concanavaline A et de la 
lectine de Robinia a 6t6 obtenue, et des fractions poss6dant une puissante activit6 
inhibitrice dirig6e sp6cifiquement sur l 'une ou l 'autre de ces lectines, ont ~t6 pr6par~es 
~t partir des h6patocytes normaux et tumoraux. Une telle r6solution a aussi 6t6 rap- 
port6e pour  les cellules d'ascite de Novikoff  [14] et pour les cellules AS-300 D [15] 
avec la concanavaline A et la lectine du germe de b16. Ces r6solutions sugg6rent des 
diff6rences de structure ou (et) de topologie des sites r6cepteurs de lectine sur une m~me 
cellule. I1 est toutefois possible que ces sites r6cepteurs fassent partie d 'une m~me 
glycoprot6ine principale et qu'ils soient s6par6s au cours de clivage prot6olytique. 
L'existence d 'un glycopeptide polyvalent agissant comme site r6cepteur de trois lec- 
tines a 6t6 d6montr6 dans la membrane d'~rythrocyte humain [10]. 

En outre, chaque fraction, sp6cifiquement inhibitrice d 'une lectine, est aussi 
sp6cifique du type de cellule dont elle provient, c'est-~-dire qu'elle inhibe seulement 
l 'action d'une lectine sur la croissance des cellules normales ou des cellules trans- 
form6es. Ces r6sultats sugg6rent que les sites r6cepteurs cellulaires de lectine sont 
diff6rents sur les cellules normales et transform6es. 

Ainsi une lectine poss6derait au moins deux sites de fixation diff6rents. Un site 
agglutinant se fixant sur des sites membranaires pr6sents sur les cellules tumorales 
ou les 6rythrocytes, et entrainant l 'agglutination de ces cellules; ces sites seraient 
absents ou masqu6s dans les cellules normales. Un site mitog6nique se fixant sur les 
sites cellulaires pr6sents seulement sur les cellules normales et induisant la croissance 
cellulaire. Le sch6ma de la Fig. 4 r6sume cette hypoth6se du mode d'action diff6rent 

Fixat io~j de/a Lectine 

cellules normales 

~ .  Agglutination des cellules transformdes 

[ •  Site r~epteur surlescellules r~rmales 

[ ~  Site r~cepteur sur les cellu~-s transform~s 

EF] Site mitogenique de la Lectine 

- ~  Site agglutinant dela Lectine 

Fig. 4. ModUle propos6 pour  rac t ion des lectines sur les cellules. 
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des lectines sur les cellules normales et transform6es. Cette hypoth6se est 5. rapprocher  
des r6sultats obtenus avec la lectine de Phaseolus vulgaris dans laquelle les activit6s 
6rythroagglut inante et mitot ique sont  s6par6es et port6es par  deux types diff6rents 
de sous unit6s [36]. 

RESUMI~ 

Dans  ce rappor t  sont  d6crites la s6pa~ation et la purification des consti tuants 
de la surface cellulaire poss6dant des activit6s vis b. vis de la lectine de Robinia pseudo- 
acacia et de la concanaval ine A. Celles-ci sont  r6alis6es ~t partir  des cellules normales 
de foie de rat et d ' un  h6patome ascitique. 

Le traitement limit6 des cellules normales et transform6es par la trypsine lib6re 
des fractions glycopeptidiques b. partir  de la surface cellulaire. Ces fractions inhibent 
l 'agglut inat ion et (ou) l ' inhibition de cloissance induites par la lectine de Robinia et 
la concanavaline A, ce qui indique que les sites r6cepteurs de ces lectines sont des 
consti tuants de la fraction glycopeptidique de la surface cellulaire. 

Les 6tapes de purification de ces sites r6cepteurs sont  suivies en mesurant  le 
pouvoir  de ces diverses fractions d ' inhiber  l 'agglut inat ion et la croissance cellulaires 
induites par  les lectines correspondantes.  

Les fractions glycopeptidiques de surface cellulaire sont  s6par6es par  des gel- 
filtration r6p6t6es en sous fractions dont  2 sont plus de 50 fois plus actives que le 
trypsinisat de d6part. 

Les diff6rences dans les activit6s biologiques montr6es par  les r6cepteurs cellu- 
laires des lectines ~t partir  des cellules normales et transform6es sont un argument  en 
faveur d 'une  diff6rence entre les 2 types de sites de liaisons. 
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