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DESCRIPTION D’UN GLYCOPEPTIDE INHIBITEUR DE LA
PHYTOAGGLUTININE DE Robinia pseudo acacia*!
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ABSTRACT

A sialoglycopeptide was 1solated from the urinary constituents, soluble in 50%
ethanol, of pregnant woman urine It was purified by diethylaminoethylcellulose and
diethylammoethyl-Sephadex A-25 chromatography and by Sephadex gel-filtration
It was homogeneous on paper electrophoresis at pH 24, 64, and 8 5, and 1t was
detected by ninhydrin and by the Schiff reagent after periodate oxidation It consists
of 35% hexoses (ratio Gal/Man 2 1), 28 1% N-acetylglucosamine, and 23 2% N-
acetylneuramimnic acid, aspartic acid and threonine are the main amino acids, then
serine, glutamic acid, and glycine The amino-terminal residue was aspartic acid
On the basis of one aspartic acid residue per molecule, the molecular weight of the
glycopeptide was estimated to be 4,500 This sialoglycopeptide had potent R pseudo
acacia phytoagglutimin-inhibitory activity on erythrocytes, normal hepatocytes,
and Zajdela tumor cells The desialized glycopeptide showed the same activity It
appears that this phytoagglutinin could bind 3 to 4 glycopeptide molecules

SOMMAIRE

Ua sialoglycopeptide a ét€ 1solé & partir des constituants solubles dans 1’éthanol
a 50% de I’urine de femme enceinte 1l a eté purifié par chromatographie sur diethyl-
aminoéthyl-cellulose et diéthylaminoéthyl-Séphadex A-25, et par gel filtration sur
Séphadex Il est homogene en électrophorése sur papier aux pH 2,4, 6,4 et 8,5, et 1l
est révélé 4 la fois par la ninhydrine et le reactif de Schiff aprés oxydation periodique
11 est constitué de 35% d’hexoses (rapport Gal/Man 2 1), de 28,1% de N-acétyl-
glucosamine et de 23,2% d’acide N-acétylneuraminique, 1’acide aspartique et la
threomne sont les amino-acides les plus importants, puis la sérine, ’acide glutamque
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et la glycine Sur la base d’un résidu d’acide aspartique, un poids moléculare dun
glycopeptide de 4 500 a éte calculé Le résidu amino-terminal est I’acide aspartique
Ce sialoglycopeptide imnhibe I’érythroagglutination et la stimulation de croissance des
hépatocytes et 1eve I'infubition de croissance des cellules d’ascite cancéreuse, mduites
par la phytoagglutinine de R pseudo acacia 1l apparait que cette phytoagglutinine
peut fixer 3 a2 4 molécules de glycopeptide La désialisation ne modific pas les activités

du glycopeptide

INTRODUCTION

Certaines agglutinines vegétales (PHA) ont la propnété de se fixer a la surface
des €rythrocytes, des lymphocytes et d’autres cellules normales et transformées en
provoquant I’agglutination, la stimulation ou I"'intubition de croissance de ces cellules
Ces manifestations cellulaires resulteraient d’une interaction entre les PHA et des
sites récepteurs cellulaires de nature glucidique En effet, ces activités biologiques des
PHA sont souvent mhibées par des monosaccharides!™> ou des disaccharides® ¢
indiquant que ceux-c1 constituent une partie des sites récepteurs des PHA sur la
surface cellulaire

Peu d’études ont été réalisées avec des structures glucidiques plus complexes
Hakomort ef al 7, Kornfeld et Kornfeld 8, Walborg et al ° ont 1s0lé et caractérisé a
partir des érythrocytes ou des cellules tumorales des giycopeptides qui auraient la
propricté des sites récepteurs cellulaires des PHA D’autres glycopeptides provenant
des glycoprotémnes plasmatiques® et la fraction glycopeptidique de I'urine!® se
comportent comme des inhibiteurs hapténiques vis-a-vis des PHA Or cette fraction
glycopeptidique urinaire contient de nombreux glycopeptides, classés en fucoglyco-
peptides et siaioglycopeptides’? 2 dont [’origine est encore imprécise, mais qui
parait €tre tissulaire, surtout membranaire

La PHA de Robrua pseudo acacia, a la fois érythroagglutinante et mito-
gén.que’ 3, n’est pas inhibée par les monosaccharides®*, mais interagit avec la fraction
glycopeptidique de I'urine de femme enceinte et particuliérement avec un sialoglyco-
peptide dont I'1solement et les caractéristiques sont décrits dans ce travail

PARTIE EXPERIMENTALE

Déterminations analytigues — Hexoses et fucose ont €té détermunes par des
méthodes décrites par ailleurs'® Les hexosamines sont dosées 4 la fois par la méthode
d’Elson et Morgan!® et par chromatographie sur résines échangeuses de cations,
aprés hydrolyse du glycopeptide pendant 8 h dans 1’acide chlorhydrique 6M L’acide
sialique est dosé a la fois par la méthode directe & la diphénylamme?? et par la
méthode de Warren 3 ’acide thiobarbiturique®® aprés hibération de I’acide sialique
par I'acide chlorhydrique 0,01, 1 h & 80°

La détermination quantitative des constituants glucidiques est effectuée sur le
glycopeptide hydrolysé par 1’acide chlorhydrique M pendant 1,5h & 100°, selon
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(a) Chromatographie sur résines échangeuses d’anions en tampon borate, selon la
méthode de Lee et al.?%, avec le ribose comme témoin 1nterne, au moyen d’un auto-
analyseur Technicon (b) Chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de
Sawardeker et Slonecker?! apres transformation des oses ibérés en dérivés per(tri-
methylsilyl)és, avec un apparell Gudell 75 E; muni d’un détecteur i 1omisation de
flamme, sur colonne Carbowax 20M Le témorm interne est le ribitol La température
de 1'mmjecteur est 245°, celle du détecteur 219° La programmation linéaire de la
température de la colonne s’étend de 120° 4 210°, 1,5° par min

La détermination quantitative des amuno-acides est effectuée par chromato-
graphie sur résime échangeuse de cations selon la méthode de Piez et Mornis®® avec
un autoanalyseur Beckman (Unichrom) et sur le glycopeptide hydrolysé par 1’acide
chlorhydrique 6M pendant 8 h a4 105° en tube évacué.

Electrophorese — Les électrophoréses qualitatives sont effectuées avec un
appareil Leres (Paris) selon la méthode de Machebceufer al 22 avec le papier Schleicher
et Schull 2043b lavé aux acides et les tampons acide formique pH 2.4, acétate de
pyndimum 4 5% en pyndine a pH 6,4 et colidine-pyridine—acide acétique—cau
(60 39 0,5 900,5, v/v), pH 8,5 La durée de migration est de 120 mun sous 400 V. Les
révélations sont effectu€es par la ninhydrine pour la partie peptidique et par le
réactif de Schiff aprés oxydation periodique pour la partie polysaccharidique

Produits — Le chlorure de 1-diméthylaminonaphtalene-5-sulfonyle est de
(« DNS Cl») est de BD H.; les plaques de micro-polyamide pour la chromato-
graphie en couche mince des DNS-amino-acides proviennent de Schleicher et Schull.
La neuramunidase de Clostridium perfringens (lot 53B 8080) et les dérivés N-acétylé et
N-glycolylé de I’acide neuramimique sont de Sigma (St Louis, Mo ) La PHA des
graimes de Robmia pseudo acacia est préparée au laboratoire dans un état homogéne
selon une techmque déja décrite!?

Preparation du glycopeptide — Un extrait aqueux d’urine de femme encemte
(3% trimestre), provenant de 30 1 dialysés et lyophilisés, a été additionné d’un vol
d’ethanol 32 —5° Le précipité est séparé par centrifugation et le surnageant, concentré
sous vide, est filtré sur Séphadex G-25 (Pharmacia, Stockholm), puis chromatographié
sur une colonne (15,5x3,5cm) de diéthylaminoéthyl (DEAE)-cellulose (Serva,
Heidelberg), équilibrée dans un tampon acétate de colidinium et de pyridimium,
pH 8,5, 5mM?* L’élution est effectuée par des tampons d’acétate de pyrnidinium de
pH décroissants et de molarités croissantes La fraction €luée a pH 5,3 et a Ia molarité
0,1 est chromatographi€e sur une colonne (20x2 cm) de DEAE-Séphadex A-25
(Pharmacia, Stockholm), équlibrée dans le tampon acétate de pyridimmum, pH 5,3,
0,1m L’élution est faite de fagon discontinue par ce méme tampon avec des molarités
crossantes, 0,1, 0,2, 0,5M (Fig. 1). La fraction éluée 2 la molarité 0,5M est chromato-
graphi€e a4 nouveau sur une colonne (7,5 x 3 cm) de DEAE-Séphadex A-25 mais avec
un gradient hinéaire du tampon acétate de pyridimmum, pH 5,3, entre les molantés
0,2 et 0,7.

La fraction éluée entre les molarnites 0,3 et 0,43 semble homogene en electro-
phorése 4 3 pH differents, mais apparait étalée Par filtration sur une colonne
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Fig 1 Chromatographie sur DEAE-Séphadex A-25 de la fraction IV du fracthionnement sur DEAE-
cellulose Elution discontinue par des tampons acétate de pyndimum, pH 5,3, 0,1M, 0,2M et 0,5Mm
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Fig 2 Gel filtration sur Séphadex G-25 (33x3 c¢cm) dans I'eau Dosage des hexoses sur chaque

fraction
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(33 x3 cm) de Séphadex G-25 dans I’eau, cette fraction est résolue en deux pics le
pic A de nature glycopeptidique et le pic B de nature oligosaccharidique (Fig 2)
La fraction A parait homogéne en electrophordse sur papier Cependant, une der-
ni€re purification est effectuée sur une colonne (33 x 3 cm) de Séphadex G-25 dans
I’eau, qui donne un pic unique et symétrique

Trattement alcalin — Afin d’élucider le type de liaison entre les parties pepti-
dique et glucidique, le sitaloglycopeptide est soumis au traitement alcalin®*¢ Une
solution a 0,2 mg/ml de glycopeptide est incubée pendant 24 h a 20-22° dans une
solution d’hydroxyde de sodium 0,5M en présence de borohydrure de sodium O 3M
Aprés ce temps, le produt est hydrolysé par ’acide chlorhydrique 6M & 100° et les
amino-acides libérés sont dosés

Détermmation des groupements N-ternmmnaux. — La techmque des dansyl-
amino-acides est utihsée selon Hartley25, avec 10 nmoles de glycopeptide
Libération et identification de I'acide sialique — La labilité de la haison entre

P'acide sialique et le reste du glycopeptide est appréciée selon deux méthodes ciné-
tiques (a) Par hydrolyse acide avec P’acide chlorhydrique 0,01M a 80° en fonction
du temps de 0 2 120 mun (b) Par hydrolyse enzymatique avec la neuraminidase en
tampon acétate de sodium 0,1M, pH 5,1, 4 37° et 4 une concentration d’enzyme de
100 unités;mg d’acide sialique Iié, le temps d’hydrolyse s’étend sur 24 h Dans les
deux cas des prelévements de 0,2 ml sont effectués, sur lesquels 1’acide sialique libére
est déterminé selon la méthode 2 I’acide thiobarbiturique®3

L’acide sialique hibéré est identifi€ apres sa libération, en passant un hydrolysat
acide du glycopeptide sur une colonne de Dowex 1 (X-8) équlibré dans ’acide
formique 0,3M, I’acide sialique est élué par ’acide formique M L’identification est
effectuée par chromatographie sur papier en méme temps que des dénves (V-acétyl et
N-glycolyl) temoins d’acide sialique La révelation est obtenue par ’acide thiobar-
biturique?© et par I’orcinol-acide trichloracétique®”

Trois solvants sont utilisés pour la chromatographie descendante sur papier a
23° . (A) Alcool butylique-pyridine-acide chlorhydnique 0,1Mm (5 3 2, v/v) sur papier
Schlercher et Schull?® pendant 4 jours, (B) alcool butylique-alcool propylique-acide
chlorhydrique 0,1M (1 2 1, v/v) sur papier Whatman no 1 pendant 16 h??, (C) acetate
d’éthyle-acide acétique—eau (3 1 3, v/v) sur papier Whatman no 3 pendant 16 h3°

Technmques birologiques — Les techniques de croissance cellulaire et d’inhibition
de la croissance ou de 1’agglutination ont été décrites ailleurs®! Au cours de ces
études, glycopeptides et PHA sont incubés pendant 2h a 37° en solution chlorure
de sodium 0,15M

RESULTATS

La présence d un pic unique et symeétrnique en gel filtration et la revélation d’une
seule bande en électrophorése a deux pH (2,4 et 6,4) & la fois par la ninhydrine et par
le reactif de Schiff aprés oxydation periodique affirme 1’homogéneite de la substance
et sa nature glycopeptidique
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La composition en amino-acides et en glucides du glycopeptide est rapportée
dans le Tableau I 1I est constitué de 35% d’hexoses sous forme de galactose et de
mannose, de 28 % de N-acétylglucosamune et de 23 % d’acide sialique; le fucose est
absent de cette structure Les amino-acides (14 %) sont représentés surtout par 1’acide
aspartique et la thréonine, puss par la sérine, I’acide glutamique, la glycine et I’alanine

TABLEAU I

COMPOSITION EN AMINQ-ACIDES ET EN GLUCIDES DU SIALOGLYCOPEPTIDE URINAIRE
Constituants %" Proportions molaires®
Ac aspartique 2,5 1
Thréonine 2,1 0,94
Sénne 1,25 0,63
Ac glutamique 1,4 0,49
Proline 1,25 0,57
Glycine 0,65 0,46
Alamne 0,65 0,40
Valine 0,7 033
Isoleucine 0,4 0,18
Leucine 0,8 0,36
Tyrosme 1,15 0,35
Phénylalanine 0,4 0,12
Lysine 0,65 0,23
N-Acétyl-p-glucosamine 27,9 5,8
Galactose 23,7 6,7
Mannose 10,9 3,14
Fucose 1] 0
Acide siahique 23,2 4,03

“Par rapport au poids sec ?Par rapport a une mole d’acide aspartique

La chalne oligosaccharidique est probablement liée & la chaine peptidique par
une haison 2-acétamido-N-(aspart-4-oyl)-2-deoxy-p-glucopyranosylamine car elle
n’est pas libérée par le traitement alcalin et aucune modification des valeurs de serine
et de thréonine n’est observée Sur la base de 1 résidu d’acide aspartique par molécule
de glycopeptide, le poids moléculaire serait de 4 500, en accord avec son comporte-
ment sur colonne de Séphadex G-25 (exclusion) et G-50 (retard)

La cmnétique de la hibération de I’acide siahique est rapportée dans la Fig. 3
11 est observé que I’hydrolyse acide est rapide et compléte, tandis que ia neuraminidase
hibére trés lentement 20% en 1 h et 70% en 24 h des résidus acide sialique Cette
différence cinétique n’est pas due a la présence dans le glycopeptide de deux types
d’acide sialique En effet, dans les trois solvants utihsés et avec deux réactifs de
révélation, seul le dérivé N-acétylneuraminique a pu €tre 1dentifié.

Le principal amino-acide N-termunal obtenu sous forme de DNS-amino-acide
est ’acide aspartique, de petites quantités de glycine, d’acide glutamique et d’alanine
sont observées

Ce sialoglycopeptide inhibe les diverses activités de la PHA de Robima pseudo
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Fig 3 Courbes de Iibération de I’acide sialique du glycopeptide A A hydrolyse par I"acide
chlorhydrique 0,01M final a 80°, @——@® hydrolyse par Ia neuraminidase, dans Ie tampon acétate de
sodwum, pH 5,1, 0,I1M a 37° Dosage par [’acide thiobarbiturique

acacia A la dose de 0,2 mg dans une solution de PHA 20,3 mg/ml, il inhibe P’érythro-
agglutination et 'activité mitogénique de la PHA sur la cromssance des cellules de
foie normal de rat; if Iéve 'inhibition de croissance des cellules d’ascite de I’hépatome
de Zajdela induite par la PHA

Sur la base d’un poids moléculaire de 90 000 pour la PHA et 4 500 pour le
glycopeptide, 1l apparait que 3—4 molécules de glycopeptide sont lies & une molécule
de PHA. La désialisation du glycopeptide ne modifie aucune de ses propriétés d’hapte-
ne vis-a-vis des activités de la PHA L’acide sialique n’est donc pas un déterminant
des sites récepteurs cellulaires de cette PHA a la surface des cellules normales et
transformeées €tudiées

DISCUSSION

Les PHA sont utilisées pour elucider les caractéristiques structurales des mem-
branes de surface des cellules normales et transformées La liaison des PHA sur les
sites récepteurs cellulaires représente I’étape initiale des activités de ces agglutinines®?
Les surfaces cellulaires des mammuféres contiennent des complexes glucidiques qu
constituent les déterminants antigéniques des agglutinines animales (groupes sanguins)
et végétales

Les activités biologiques des PHA sont généralement inhibées par des mono-
ou disaccharides!~® mais les sites récepteurs cellulaires apparaissent de structure plus
complexe que celle d’un simple determinant antigénique monosaccharidique Des
glycopeptides de diverses provenances se sont montrés particulierement actifs, ils
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sont obtenus par protéolyse des membranes d’érythrocytes®, des membranes des
cellules tumorales?’~? ou des glycoprotéines plasmatiques, IgG et fétuine® Les glyco-
peptides urinaires paraissent constituer une nouvelle source d’ imnhibiteurs hapténiques
des PHA Le sialoglycopeptide décnit dans ce travail provient de ’urine de femme
enceinte qui est trés riche en glycopeptides®® Sa composition (mannose, galactose,
N-acétylglucosamine, acide N-acétylneuramimique) et le type probable de liaison
glucide-peptide (lraison N-glycosylamine) I’apparentent au glycopeptide décrit par
Kornfeld et Kornfeld® Les monosaccharides libres, en proportions identiques &
celles présentes dans le glycopeptide, sont mnactifs, tandis que la désialisation du
glycopeptide est sans effet sur les activités de 1a PHA

Ces glycopeptides ont les propriétés d’un site récepteur cellulaire, la spécificité
de haison résidant dans la partie oligosaccharidique avec parfois un déterminant
majeur. Steck et Wallach®* font I'importante observation que différents types
cellulaires ont des sites récepteurs communs, ce qui est confirmé par le fait que des
glycopeptides de structure semblable peuvent inhiber les activités de diverses PHA
sur des surfaces cellulaires différentes Aunsi, un glycopeptide de membrane d’érythro-
cytes inhibe P’érythroagglutination de deux PHA, Phaseolus vulgaris et Lens culinaris®,
tandis que le sialoglycopeptide urinaire agit comme inhibiteur hapténique sur la
PHA de Robinmia pseudo acacia dans ses activités sur différentes cellules normales et
transformées Cependant, 1l peut exister une certamne spécificité glycopeptidique
puisque certains glycopeptides mhibent ’agglutination des cellules tumorales de
Novikoff par la PHA concanavaline A, et d’autres glycopeptides inhibent la PHA
du germe de blé°

Ces résultats traduisent la complexité des sites récepteurs glucidiques présents
a la surface cellulaire 11 est certamn que les études avec les glycopeptides comme
mhibiteurs de la PHA doivent étre développées avec un plus grand nombre de PHA
et de cellules normales et transformées La structure des glycopeptides devra é&tre
précisée afin de réveler le role de chaque constituant glucidique, la séquence et le
type de haison de ces constituants, I’importance de la structure ramifiée et celle de
la partie peptidique.
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