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ADN : ACIDE DESUXYRIBONUCLEIQUE

ARG 1 ARGININE

ARNM : ACIDE RIBONUCLEIQUE DE TRANSFERT

AT 111 : ANTITHROMBINE ITI

BOC LYS : N & TERT-BUTOXYCARBONYLLYSINE

DEAE + DIETHYLAMINO-ETHYL

2,3 DPG : ACIDE 2-3 DIPHOSPHOGLYCERIQUE

EDTA : ETHYLENE DIAMINE TETRACETATE

= : FRUCTOSE

FeP : FRUCTOSE 6 PHOSPHATE

F16DP : FRUCTOSE 1-6 DIPHOSFHATE

G ou GLU : GLUCOSE

GeP : GLUCOSE 6 PHOSPHATE

GAL : GALACTOSE

Hb : HEMOGLOBINE

HEPES : ACIDE N-2 HYDROXY-ETHYL PIPERAZINE N’'-2 ETHANE
SULFONIQUE

Kd : KILO DALTON

Kb : KILO BASE

LDL . LIPOPROTEINE DE FAIBLE DENSITE

LYS : LYSINE

PEG ©00C : POLYETHYLENE GLYCOL 6000

PH + PH ISDELECTRIQUE

M : POIDS MOLECULAIPE

SDS : DODECYL-SULFATE DE SODIUM

TEMED : N,N’ TETRA&METHYLENE DIAMINE
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Dans les tissusﬁvivantE, la plupart des réactions chimiques se
fait sous controle enzymatigque strict. Les régulations
meétaboliques dans 1l’organisme se traduisent essentiellement par
des modifications d‘activité enzymatigue. Bien qu’un tel mecanisme
régulateur puisse exister, minimisant ainsi les réactions
chimiques secondaires , on ne peut ignorer l’existence de
modifications non enzvmatigues potentiellement déléteres et ceci
meme dans des conditions physiologiques. De telles modifications,
quand elles surviennent sur des macromoleécules, peuvent avoir des
conséquences, selon la durée de vie des macromolécules : guant il
s‘agit des macromolécules dont la durée de vie est courte
(exemple : enzymes inductibles) la conseéquence fonctionnelle est
immédiate, alors que les modifications des macromolécules de
longue duréde de vie ou n‘ayant pas de " turn over " telles que le
collagéne, la critalline et éventuellement 1’ADN des cellules ne
subissant plus de division (sbtationnaires) pourraient aboutir a
une accumulation des molédules modifikes durant la vie. Une telle
agcumulation peut contribuer au vieil iszement molBtulaire et
cellulaire. Dans certaines situations pathologiquas, ces
mbdifications peuvent 8tre accentudes pay des déréglements
métaboliques acedldrant ainsi le processus de vieillissemenb.

Dans ce btravail, nous nous sommes intéresseés a l1l’stude d‘une de
ces modifications : la glycosylation non enzymatigue. Cette
glycosylation non enzymatigue minime a l’état physiologigue, se
trouve augmentée lors du diabdte sucré par suite de
l’hyperglycémie.




INTRODUCTION

Les protéines po;gédent des fonctions specifigues dlues & leur
structure, elle meme précisée par l‘information geéneétique conteaus
dans 1°ADN. Vu leur role fondamental dans l’établissement de la
structure et dans le fouctionnement cellulaire, les modifications
subies par ces protéines, ont fait l’objev de nombreux travaux
depuis plusieurs années. C’est ainsi qufon parle

- De polymorphisme génétique cu " mutations " guand il s‘agit de
modifications génétiquement deéterminées.

- De modifications post traductionnelles quand celles-ci
surviennent aprés 1l‘’étape de la bvraduction.

1. MODIFICATIONS POST

Pay définition, une modification post traductionnelle est un
processus chimique ou enzymatique gqui modifie la protéine apres la
traduction prise dans son sens le plus strict c’est a dire la
reconnaissance du briplet de 1‘ ARNm par l’anticodon de 1’ARNT.

Ces modifications post traductionnelles de nature btres variee onv
gété passées en revue par Uy et Wold (1378). Elles peuvent résulter
de processus enzymatigues ou non enzymatiques.

- Les modifications s’effectuant sous la dépendance d’'enzymes
spécifigues sont indispensables & l’expression de la fonction de
certaines protéines et correspondent donc & une etape de
maturation proteique.

- Les modifications spontanées, dites non enzymatiques
s’accompagnent souvent d’altérations fonctionnelles.

Bien gque leur rOle biologigue ne soit pas encore connu, elles sont
considérées comme responsables du vieillissement moléculaire

1.1. MODIFICATIONS ENZYMATIQUES

La plupart des modifications enzymatiques sont associees & la
biosynthése des protéines et a2 leur maturatvion.

De nombreux exemples peuvent etre cités en commengant par les
protéolyses partielles : ainsi les protéines secretées perdent
leur peptide signal (Blodel et Coll 1971). L’insuline, synthétisée
sous forme d‘une chaine polypeptidique (pro insuline inactive),
est activée par l’excission d’un peptide central (peptide
connecteur) pour aboutir & une molécule mature a deux chaines (A

et B). De meme de nombreux zymogénes, (trypsinogene,
chymotrypsinogéne, prothrombine etc...) sont transformés en leuxr
enzyme respective: tryprine, chymotrypsine, thrombine par

proteolyse limitée.




La maturation peut également correspondre a la modification de
certains résidus d’acides amingés spécifiques. Plus de 140 dérives
d’acides amingés différents ont ainsi éteé decrits (Wold 1981); on
peut citer :

- L’hydroxylation des lysines eV des prolines dans le collagene,

- La carboxylation de certains acides glutamiques pax exemple

les acides Dcarboxyglutamiques dans la protvhrombine et dans les
facteurs IX, ¥ et VII faisant apparaitre dans ces molécules des
cites de fixabion pour Ca 3+ (Nelstuen et Coll 1874), qui es%
essentiel pour l‘interaction de ces facteurs de coagulation avec
les phospholipides. En absence de vitamine K (le facteur
indispensable & la carboxylation) ces protéines sont incapables
d’interagir avec les phospholipides faisanv apparaitre un syndrome
hémorragique.

Une étape importante de maturation de certaines protéines
correspond & la glycosylation enzymatique. La maturation de ces
glycoprotéines s’effectue pax la fixation de chaines glucidigues
assez longues sur les groupements latéraux de reésidus
asparagine,sérine ou thréonine {Hughes, R.C 1883). Généralement
ces composeés glucidigues représentent environ 5% de la totalite de
la molécule, dans certains cas, ce taux peut atteindre 60% comme
dans le cas de la glycophorine A dont le poids moléculaire est de
35 KD pour 131 acides amines (Hughes, R.C 1983). Dans les
glycoprotéines membranaires le role des greffons glucidiques estv
primordial puisqu’ils interviennent dans les interactions
cellulaires ou comme déterminants antigéniguas (certains groupes
sanguins) Pour les glycoproteines plasmatiques, ils pourraient
jouer un role de solubilisation, transport et un role protecteuxr
en augmentant leur demi-vie. Nous citerons un dernier exemple de
modifications post traductionnelle enzymatique : Il s’agit de la
phosphorylation des protéines gui est impliguée dans la modulation
de l‘activité de nombreuses enzymes et dans la régulation de
cextaines voies métaboliques.Ainsi la phosphorylation emzymatique
de la phosphorylase b inactive, la transforme en phosphorylase a
active en ouvrant la voie de la glycogenolyse (Flettexrick, R.J.
1980} .

2insi les enzymes ont évolueé en biocatalyseurs intervenant -dans
des conditions adaptées de température, de FH et de concentration
de substrat dans l’organisme et surtout avec une extreme
spécificite.

Toutes ces modifications ont un trait commun; déterminées
génétiguement, elles sont nécessaires et utiles & l’organisme, et
elles représentent évidemment une adaptation physiolegique et une
facilitation des procéssus biclogigques.




1,2, MODRIFICATIONS NON ENZYMATIQUES :

A l’inverse de tous les cas precédemment cités, d’‘sutres
modifications se produisent spontanément sans intervention
enzymatigque, sous la seule contrainte de conditions physiques
inhabituelles. Au moins, guatre circonstances favorisent une tells
modification (le plus souvent une condensation) tels gque :
l'élevation de la tempeérature, le pH, les conditions chimigues et
les conditions thermodynamigques favorables. Elles peuvent
correspondre solt 3 la modificatvion d’un acide aminé de 1a chaine
polypeptidique elle meme (désamidation, oxydatvion des groupements
SH), soit & la fixation directe de petites molécules sur la
protéine. La glycosylation non enzymatique fait partie de ce
dernier groupe. Elle s’accompagne dans certains cas bien précis et
discutés plus loin (Hemoglobine, cristalline), d’une altération
fonctionnelle de la protéine. D'une fagon geénérale ces
modifications non enzymabtigues induisent une acidification des
protéines. Dice et Coll (1975) ont pu établir une relation entre
le point isocelectrigue (PHi) d’une proteéine et sa vitesse de
deégradation, celle—ci étant d‘autant plus grande que le PHi est
plus bas. L’ensemble de ces considévrations semble donc indiguer un
lien entre les modifications post traductionnelles non
enzymatiques et le vieillissement moléculaire.

Dans ce cadre général nous nous sommes partviculiérement
intéresssés a2 la glycosylation non enzymatigues des protéines du
fait gue celle-ci est trés augmentée au cours du diabdte, et que
sa participation a été proposée pouxy expliquer le développement
des complications tardives de cette maladie.

Z . GLYCOSYLATION NON

La fixation non enzymatigue des sucres sur les protéines est un

phénoméne geénéral, reconnu de longue date, in vitro, comme &tant
responsable du brunissement du lait lors de son traitement
industriel {(Hodge, J.E 1553). Un phénoméne comparable in vitre,
n‘a ét¢é mis en évidence que récemment pay l‘observation de Rahbarx
{1968) montrant 1l‘augmentation d’une fraction glycosylée de

i I hémogloblne chez les diabétiques. C’est par l‘etude de cette
fraction qu’‘a pu gtre défini un modéle général pour l’osylation
non enzymatique des protéines.
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MECANISME DE LA GLYCOSYLATION

——— [ T T —

NON ENZYMATIQUE

A la recherche d’un modéle simplifié concernant le brunissement,
Maillard a decrit en 1911 & Alger le phénoméne général d’une
interation entre un szucre réducteur et un acide aming et,
disait—-il dans son compte rendu, fait & 1’académie des sciences
le Z décembre 1912 :

les conséquences de ces faits me paraissent aussi nombreuses
gqu’intéressantes dans divers domaines de la science : non
seulement en physiologie et en pathologies humaines mais aussi en
physiologie végétale, en agronomie, en geéologie ..."

Les différentes étapes de la glycosylation non enzymatique
consistent d‘abord en une condensation entre un groupement
aldéhydique et une amine non ionisée avec élimination d‘une
molécule d’‘eau pour donner un alcool imin#g appel#d couramment bacse
de Schiff ou aldimine (Gobvtschalk A 1372). Cette premiédre étape
gqui est réversible, est réaliseée & partir de la forme trace dite
ouverte de l‘ose. Cependant cette forme imine est beaucoup moins
stable gque la forme amine correspondante. Une plus grande
stabilité de la cétone dans la forme cétoamine par rapport & la
somme des energies de liaison de la forme aldimine dirige
l“évolution ultérieure du produit de condensstion.

Cette seconde étape est irrgéversible tant pour des raisons de
stabilite tautomérique que par suite de la cyclisation
stabilisante qui survient sitot aprés (schéma 1).

Le modéle proposé dans le schéma 1 provient de plusieurs études.
Bunn et Coll (1975) en analysant les sucres liés & 1‘hémoglobine
AlC, apreés hydrolyse acide, trouvent un mélange de glucose et de
mannose et proposent ainsi la formation de cétoamine aprés le
réarrangement d’Amadori. Le modéle est confirmé par les travaux de
Koenig et Coll (1977) qui par comparaison avec des dérivés de
synthése et par spectrométrie de masse, ont identifié le groupe
stabilisé comme sous forme 1 désoxy - 2 cétonigue. Enfin Fischer
et Winterhalter (1981) montrent que le fructose est cyclisé en
forme pyranne par formation d’'un pont oxydigque entre les carbones
2 et & (schéma 1).Ce modeéle est encore débattu. Krishnamorthy et
Coll considerent que ce modéle est incomplet. Bien gue le
rearrangement d’Amadori pourrait expliquer la présence de glucose
et de mannose dans l’hydrolysat de protvéines glycosylées telles
que l’albumine et l‘hémoglobine améne ces auteurs & formuler
l’hypothése que le réarrangement d’Amadori est suivi d’autres
rearrangements complexes, faisant intervenir divers dérivés
egnoliques.

Cette hypothése est importante & considérer car ces
intermediaires, extremement instables et trés réactifs, pourraient
servir de promoteurs a la polymérisation des protéines (schéma 2;
en l‘absence de tout éclaircissement sur les étapes impliquées
dans la polymérxisation, la proposition de Pongor et Coll (1984)
est intéressante & noter (schéma 3)



M @) Base de sSchiff
s "
ROTENE}-NH2 4 ¢ Hp 0 HC=NR \*HEHNHE
C_OH _L (J:..OH — | <« 0
| )
- L HO _C
2 % === RO ? < ] o
C -OH ?-OH ([:...OH
| v
CI_OH IC..OH C. )
CH, OH C H,OH CH.,OH
Glucose ‘Aldimine(forme ouverte) Aldimine( forme cyclique)
H C_ NHR
c: OH |
CH, NHR Rearrangement
d Amadort
; ; -OH 1/
Cé¢toamine(forme pyramque ) Hy C.__......J
HZC NHR
Cl: O
HMF+RNH2 HO . (E
r o
Hz('l... NHR ([:-OH
HOHZC @ OH HO_? CHZOH
=NR e .
HOHZC s HOZ% / Cetoami ne(forme ouverte)
\ / S CHyNHR _OH
H,0
hiff OH n
Base de 3¢
. de Shydroxy derive Ho COH
methyl furfural 1amedo,
( HMF ) 1désoxy,

2ceto ( forme furanique)

. . -,
Cptl e A Mo carierne de la alveoevilation non-enzvmahiaue des proteine <




Z,

2.

MODELE DE L‘HEMOGLOBINE

En 13535 Kunkel décrit l'existence des fracticons mineures de
l’hémoglobine par électrophorése en gel d’amidon. En 1958 Allen
confirme l‘existence de telles fractions par chromatrographie sur
resine echangeuse d’'ions. Il établit une terminologie qui restera
en vigueur avec des modifications subtiles.

En 1961 Schneck et Schroeder stablissent la correlation entre les
fractions isolées par Kunnel et celles isolées par Allen.

En 1361 Rosa, par marquage radiocactif, montre la relation
précurseur produit entre HbA et HbAl. En 1862, il revéle gu’une
modification des chaines ® est en cause dans la formation de
1'HbALIC a partir de l'HbAJ En 1966 Holmgquist montye que dans
1’HbAlc le groupement NHZ terminal de la chaine est bloque par
un groupement inconnu. En 1568 Bookchin précise que l‘agent
bloguant le début de la chaine est une molécule d’'hexose. En
18976 Bunn et Coll émettent l'hypothése de l’existence d‘une
condensation entre glucose et le groupement NHZ terminal de la
chaineef. En 1977 Koenig et Coll confirment la réactiviteé
spontanee entre le carbonyle aldéhydigue et la fonction amine sans
assistance enzymatique et montre gue le groupement fixé est le

1l desoxy (N Valyl) fructose. L’interaction entre 1°'’HbA et le
glucose pour donnex l1'Hbalc étant confirmée ou est revenu
rétrospectivement sur l‘étude de Rahbar dans les années 1968 gui
avait demontre une augmentation absolue de 1‘HbAlc chez les sujets
diabétiques. De nombreuses meéthodologies et des études
fondamentales sur la glycoszylation non enzymatique des protéines
furent entreprises.

Il est maintenant clairement é€tabli que le pourcentage de protéine
glycosylée est le reflet de la valeur intégreée de la glycémie suxy
une periode corrvespondant a la durée de vie de la protéine ou de
la cellule concernee c’est ainsi gue le dosage des fractions
glycosylees de 1’Hb est largement utilisé pour apprécier
l’eguilibre du diabéte (Lois Jovanovic, M.D 1981 la preuve
dirécte d‘une glycosylation non enzymatique a également £té
apporteée par les proteéines siérigues (albumine, apolipoprotéine B},
les proteéines de la membrane du globule rouge, la cristalline, les
protéines de la membrane basale des glomérules, le collagéne et
les protéines basiques de la my&line.

Z2.3. VIEILLISSEMENT MOLECULAIRE

e Wl . o e e vl

A l'’heure actuelle, deux th2ories sont avancées pour expliguer le
vieillissement moléculaire et cellulaire :

Le premier concerne l2 matériel génétigue lui meme, alors gue le
deuxieme concerne les prodults phénotypigues de ce matériel
génétique.

L’ADN des cellules ne subissant plucs de division (statvionnaires)
et plusieurs proteines dont la durée de vie est longue, peuvent
subiry des modifications non enzymatigue entrainant l‘accumulation
des produits gqui pourraient affectexr la viabilité de ces molécules
dans leur structure et dancs leuxy fonction.
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En ce qui concerne 1‘ADN, une telle accumulation progressive des
modifications, peut surcharger le systéme de reéparation, d‘ou
apparition de lésions génétiques non corrigees. En appul a cette
hypothése, plusieurs exemples ont été cités : augmentation de
tumerigénése et de l’aberration chromosomique au cours du
vieillissement, capacité replicative fortement diminuee de
fibroblastes prélevé de sujets agés et probabilite eleve de
naissance des enfants anormaux chez les femmes ageées, les deux
derniers cas é&tant exacerbeés au cours du diabete.

Par ailleurs chez les diabétigues les tissus insulino—indépendan: -
pour la pénétration du glucose (cornée, membrane basale des
artéres, des nerfs et des tissus conjonctifs) subissent egalement
des modifications. C’est ainsi qu’‘on note une apparitvion plus
précoce que chez un sujet normal de la cataracte et de
l’atheroscleroses.

Etant donné le lien dirdct entre le degré de glycosylation non
enzymatique des protéines et la glycémie, il est légitime de
penser que la glycosylation non enzymatique des proteéines pourrait
contribuer au développement des complications tardives du diabete.

Toutefois la glycosylaticon non enzymatique de 1‘ADN génomique chez
les sujets normaux et diabétiques n’a pas été étudide jusqu’a
présent car il n’existe pas & l‘heure actuelle une méthodologie
permetbvant d’aborder ce probleme.

2.4. GLYCOSYLATION NON ENZYMATIQUE ET
COMFLICATIONS TARDIVES

Malgré les progrés considérables reéaliseés dans la thérapeutique dv
diabéte, ceux-ci n’‘ont pas permis la prévention des complications
tardives oculaires,rénales, neurologiques et artérielles.
L’hypothése d‘une hypoxie tissulaire relabtive a été avancee pour
expliquer le développement de nombreuses complications {(Brownlae,
M et Coll 1981}. '

Un certains nombre d’anomalies hématologiques responsables de
cette hypoxie pourrait résulter de la glycosylabvion

non enzymatigque des globules rouges et des proteines
plasmatiques. Par ailleurs et surtout, depuis la description de
1‘hémoglobine glycosylée, le glycosylation non enzymatique a et
mise en @évidence dans de nombreux autres tissus insulino
indépendants, siége des lésions bvardives. Dans ces tissus, la
glycosylation des protéines a taux de renouvellement lent pourralt
jouer un rdle dans la pathogénie des complications du diabéte.
Cette hypothése est étayée par les observations cliniques,
indiquant en fait gqu’une Qyperglycemie §ubclinique, plutot gue le
déficit en insuline lui meme, pourrait etre le facteur principal
des complications & long terme.

L‘évidence la plus directe concerne les conséguences de la
glycosylation non enzymatique de la cristalline.
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2.4.1. GLCBULE ROUGE

Certaines anomalies des globules rouges chez les sujets
diabetiques constituent des facteurs predisposants & une hypoxie
tissulaire. Il s'agit d‘une augmentation de leur affinité pourx
l‘oxygéne.

L’Hbilc preésente une affinité pour L oxygéne légérement plus
elevée gue celle de 1°HbAo et une sensibilité réduite au 2,3 DPG
(Mc Donald, M.J et Coll 157%). Ce dernier s‘expligue probablement
paxr la glycosylation de la valine N terminale des chaines située
d§n5 la poche de fixation du 2,2 DPG. In vivo le Z,3 DPGE, joue un
role majeur de régulateur en diminuant l‘affinité de 1’hémoglobine
pour 1° oxygéne et par la méme il facilite la libération d‘oxygéne
aux tissus. Méme en présence de fortes concentrations de 2,3 DPG,
les hémoglobines glycosyleées sont encore saturées 3 50% en oxygéne
& des pressions partielles pour lesguelles 1‘HbAo 2 déja libéreé la
Plupart de son oxygéne. Chez les diabétiques, ou un déficit
relatif en 2,3 DPG peut coexister avec un bvaux éleve
d’hémoglobines glycosylées, 11 est possible gu’il existe une
diminution de la libératicon d’oxygéne au niveau des tissus
spécifiques.

2.4.2., PROTEINES PLASMATIQUES :

Les protéines plasmatiques, qui sont pour la plupart glycosylées
enzymatigquement, peuvent subir ultérieurement une glycosylation
non enzymatigue selon un mécanisme analogue & celui décrit pour
1’ hémoglobine (Mc Farland, K.F 1979). L’‘albumine glycosylée a pu
etre isolée et =a glycosylatlon a été étudige in vitro (Day, J.F
1979). Ces protéines sont augmentées chez les diabetiques. La
glycosylation protége contre la dégradation et il est possible
qu‘il en résulte des perturbations du schéma normal de deégradation
des proteéines plasmatiques., Sa participation a €teé évoquee dans
l’apparition d‘autres anomalies preédisponsant a l’hypoxie
tissulaire telles que l‘augmentation de la viscosité sanguine,
l’état d‘hypexrcoagulabilité st 1’'augmentation de la fibrimolyse
obsexveée chez les sujets diabétigques (Brownlee, M quI). Pour
certaines glycoprotéines, la partie sucrée joue un role important
dans la foncticn; paxy exemple, les sucres fixés au facteur de
Von Willebrand ont une participation majeure dans son interaction
avec les plaguettes (Brownlee, M 198l1). Un excés de glycosylation
de telles protéines pourrait éventuellement conduire a une
augmentation de leur activité biologique et dans le cas du facteur
de Von Willebrand, participer aux ancmalies de la fonction
plaquettaire observée dans le diabéte. Parmi les proteéines
plasmatiques glycosylées non enzymatiquement, il faut citer
l‘apolipoprotéine B des lipoprotéines de faible densité (LDL) du
fait de leur participatvion probable au developpement de
l'artériosclérose chez les sujets diabétiques (Schleicher, E et
Coll 19B8B1) (Witzlum ,J.L et Coll 1982).

La fixation des sucres sur des lysines pourrait diminuexr la
susceptibilité des LDL & la dégradation, mais surtout modifier
leur pénétration dans les cellules. Il a &té en effet demontre que
lz modification chimigue des lysines parx acétylation entrainait
une modification de la liaison des LDL avec leur recepteur
spécifigque. Il en résulte une augmentation de la penetration
intracellulaire des LDL et une accumulation de cholestérol dans
les cellules, cecl pary l/intermédiaivre de recepteurs differents de
ceux spécifiques des LDL matives.



2.4.3. CRISTALLINE

Une des observations les plus convaincantes de la participation de
la glycosylation non enzymatique dans la pathogenie des
complications du diabéte a été la démonstration de l'effet de 1la
glycosylation sur les protéines majeures du cristallin, les
cristallines (Stevens, V.J et Coll 1878) {(Lee, J.H et Coll 13E84).

L’incubation de cristalline en présence de glucose (ou de
galactose) conduit & une agre#gation et & une précipitation de
celle-ci. Les polyméres de haut poids moléculaire formés sont
tres semblables & ceux isolés du cristallin de sujets atteinte de
cataracte diabétique. Cette polymérisation peut en partie
s‘expliguer par une augmentation de la susceptibilité a
l‘oxydation des groupements thiols induite par la glycosylation
aboutissant & la formation de ponts disulfures entre les momomerec
de cristelline. Elle est en effet partiellement réversible en
présence d’agents réducteurs exogenes ou endogénes. La partie dec
polyméres non réductible ainsi gque les pigments brun jaune formés
dans la cataracte diab2tigue pourraient traduire des
rearrangements ultérieurs des sucres fixés, comme dans le
brunissement du lait. La cataracte observée dans la galactosémie
congénitale résulte probablement d’un mécanisme identique.

4.4, MEMBRANES BASALES :

La microangiopathie diabétigue atteignant préférentiellement la
retine et le rein, se traduit au départ par une augmentation de la
prermeabilité capillaire. Ultérieurement, la sévérité de l’atteints
rénale est en corrélation avec un épaississement de la membrane
basale, conduisant & une occdélusion capillaire progressive. Des
protéines plasmatvigues (albumine, fibrine) s’accumulent au niveau
des membranes basales et contribuent & leur épaissiscsement. La
glycosylation non enzymatigque en augmentant leur résistance a la
deégradation protéolytique, pourrait accroitre cette accumulation.
La présence des sucres liés de facon non enzymatique a été ' -
demontrée suxy les protéines des membranes basales de glomérule de
rats diabetiques (Cohen, M.P et Coll 13980). Ces sucres peuvent
etre lies au collagéne des membrane basale et/ou & des protéines
plasmatigues gqui s’y sont accumulées. L'‘épaississement de la
membranes basalec a été rapporté chez des animaux non diabétvigues
induit par la perfusion de protéines plasmatigues glycosylées
(Cohen, M.P et Coll 1980) (Brownlee et Coll 1981)(Trueb, B et Coll
1984).

2.4.5. PROTEINES BASIQUES DE LA MYELINE :

Les premiéres anomalies observées au courcs de la neuropathie
diabeétique sont des altérations de la membrane internodale de
mye&line. L’existence d’une glycosylation non enzymatigque des
proteines basiques de la myeline a éteé rapporteée (Brownlee, M.
1581) Sa participation a la pathogénie de la neuropathie
diabétigue n‘a pas été établie.
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+3. LEE PROTEINES DE LA CORGULATION

Des anomalies de l’hémostase et de la coagulation ont été deécrites
thez les sujets diabétigues et pourraient participer &
l’aspparivior de la microangiopathie obstructive (Brownlee, M et
Coll 1581). De nombreux bravaux ont été consacrés auyx anomalies de
la fonction plaguettaire dane le diabéte. La démonstration d‘une
diminution de la durde de vie du fibrinogéne est en faveur d‘ucn
etat d'hyperccoagulabilitéd. Cette ancmalie est rapidement corrigée
par le retour de la glycémie & la normale (Jones R.I

et Coll 1979).

Il a ete démontréd que la glycesylation in vitro du fibrinogéne
reduisalt sa suscepbtibilité & la dégradation par la plasmine
(Brownlee M-1383). Cependant, l’héparine normalise la durde de vie
du fibrinogene chez les sujets hyperglycémigques sugggrant
fortement la participation de la thrombine, des facteurs XI, X, IX
et de l‘antithrombine III.

Les protéines plasmatigues impliguées dans les mécanismes de la
coagulation subissent le phénoméne général de la glycosylation non
enzymatique, facteur potentiel d‘altérations fonctionnelles. Dans
le diabé&éte, l’augmenbvation de la fraction glycolysée de ces
protéines pourrait &tre impliguée dans les anomalies de lsa
coagulation observée chez les sujets atteints.

L’ant}thromhine IIT & été choisie comme modéle d’‘étude du fait de
son role important dans la régulation des mécanismes de la
coagulation et des conséguences connues de son déficit.

Le blocage des groupements £ aminés des lysines de 1‘AT III par
des csucres, pourrait entrainer un retentissement fonctionnel
important, puisgue des lysines sont impliguées dans le site de
reconnaissance de l‘héparine. Une telle éventualité pourrait
rendre compte de l’absence de parzllélisme entre dosage bioclogigus=
€t dosage immunclogique de 1'antithrombine III telle qu’elle a é€te
rapporteée chez les sujets diabétigques (Gandolfo G.M et Coll 1980).

L’ANTITHROMBINE III

1. HISTORIQUE :

L’existence d‘une activité inhibitrice de la thrombine a &té
soupgonnee, et atbtribueée & une protéine appelée l’‘antithrombine,
dejs en 1913 par Weymouth. Au moyen d’une analyse plus fine Fell
et Coll (1834) ont décrit sin protéines différentes possédant
cette activiteé antithrombinique. Des travaux ultérieurs ont montre
gqu’en faitv seulement deux protéases avaient une activiteé
antithrombinique et que ces deux protéines étaient dues & une
microhevérogeénéité d‘une seule protéine : 1l antithrombine III.
Ainsi il a été établi que 1l antithrombine III était le principal
inhibiteur de la thrombine (Heimburger 1967; Abildgaard 1968,
Rosenberg et Damus 1973; Miller~Anderson et Coll 1974).

Dés lors et vu son pouvoir inhibiteur sur d‘autres protdases de la
coagulation (XIla, XIa, ¥a, IXa) l‘’antithrombine III est le
principal inhibiteur physiologique de la coagulation,



L‘isolement de l‘antithrombine III a éteé realise par des
techniques classiques de purification des proteéines tvelles que
l’electrophorése, la filtration moléculaire (Heimburger 1967 et
Abildgaard 1968) et plus récemment par chromatographie d’affinite
sur heparine agarose (Miller Arnderson et Coll 1974).

L’antithrombine III humaine, synthétisée dans l‘hé&patocyte est une
glycoprotéine (Kurachi et Coll 1876) d’une seule chaine
polypeptidique de masse moléculaire 64000 (Abildgaard 1967). Elle
gst composée de 432 acides aminés dont la séguence a ebve
entierement déterminée non seulement au niveau proteéigue (Peterson
et Coll 1979) et également par la séquence nucléotidique de son
cDNA (Prochownick 1983). Elle comporte 3 ponts disulfures et 4
chaines oligosaccharidiques résultant de la glycosylation
enzymatique de la protéine et représentant 10% de la protéine
(Danishefsky et Coll 1978; Franzen, L.E et Coll 1980) sa demi-vie,
est de 2,8 jours chez le sujet normal.

2.6.3. ROLE DE L’ANTITHROMBINE III :

e i e e . e o T i o o S S . o

Elle agit essentiellement sur la thrombine (Abildgaard 13968)
qu‘elle neutralise progressivement et la vitesse de la reaction
est acceélerée par l’héparine (Damus, P.S et Coll 13973; Bjorxk,I =v
Coll 1982). Elle représente 30% du pouvoir C’inhibition de la
coagulation dans le plasma (Bick, R.L 1382). Elle inhibe également
la majorité des autres enzymes de la coagulation Xa (Biggs et Coll
1970), IXa (Rosenberg J.S 1375), XIa (Kurachi et Ceoll 1978), Xlla
(Stead et Coll 1978) et Kallikreine (Burrouves et Coll 13735} et
d’autres enzymes comme la plasmine et la trypsine (Abildgaard
1968). La vitesse d’inhibition est variable selon l'enzyme
concerné : La thrombine et le facteur ¥a sont inactivés rapidement
avec respectivement une demi vie de 37 et 90 secondes (Odegard et
Coll 1977) alors gue les facteurs IXa, XIa et XIla sont inactivés
trés lentement avec des demi vies de l'ordre de 10 & 20 minutes
{Osterud et Coll 1976 Rosenberg etv Coll 19735, Stead et Coll 1373).

2.6.4. MECANISME D'ACTICN

Le mécanicme d’action de 1’inhibition des séyines proteases de la
coagulation par 1l’antithrombine III est le meme quelle que so0itb
l‘enzyme concerné. L’antithrombine III forme avec la thrombine un
complex& protéine-protéine quil résulte de l’interaction entre un
site réactif de l‘antithrombine III situé dans la région carboxyls
terminale au niveau Arg 393 et ser 394 et le centre actif sérine
de la thrombine (Rosenberg et Damus 1873). Vu la grande stabilite
de cette interaction le site actif de la thrombine n‘est plus
disponible pour exercer son activité protésique d’ou imhibition ce
la thrombine (Owen W.G 1975 et Longas M.0 et Coll 1980).
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La formation du complexe est lente &t progrescsive, ca vitesse
augmente en présence 4’héparine (1000 fois) (Rosenberg et Danus
1973)(Griffith, M.J. 19BZ). L’héparine =e fixe surx l’antithrombine
II1I essentiellement par des interactions ioniques. Les charges
négatives des groupements carboxyligues et sulfoniques de
l‘héparine interagissent avec les groupements lysyl et arginyl
(situés dans la boucle amino terminale) de l’antvithrombine III.

‘accélération de 1l interaction thrombine-antithrombine III en
présence d’'héparine est attribuée & un changement de conformation
de l'antithrombine III induite par 1l 'héparine gqui rendrait les
zones d‘interaction plus accessibles. {(Machovich, R. et Coll
1875). Malgré sa grande stabilité, le complene
thrombine—antithrombine III peut néanmoins se dissoclex. I1 libere
alore l’enzyme (thrombine) sous forme active et l’antithrombine
III sous forme modifide de méme taille que l‘antithrombine III
native mais composée de deux chaines polypeptidiques unies par un
poat disulfure. Sa production est due & la scission par l'enzyme
{(thrombine ou autres) de la liaison Arg 393 et ser 394
de 1'AT III,.

L’AT III a perdu sa capacité d’inhiber la thrombine et posséde un=s
affinité pour l°héparine plus faible que 1°AT III intzcte (Fish,
W.W et Cell 1979; Danielscn, A et Coll 1983; Bjork et Ceoll 198Z;
Griffith, M.J. et Coll 1981}).

2.7. GLYCOSYLATION NON ENZYMATIQUE

Une glycosylation non enzymatique de 1’ADN pourrait se concevolr
s’il y avait accessibilité du glucose aux groupements amines des
bases; or une telle éventualité ne peut & priori se concevoix du
fait de l‘organisation de 1’ADN en double helice et de
l‘interaction ADN-protéines. Mai= nous savons gue, dane une
cellule différencide, certains génes précis s’expriment et ont uns
structure chromatinienne dite ouverte, done accessible & diverses
nucléases simples brins spécifigues. Il est tentant, dés lorxs de
penser que ces régions, sensilbles la nucléase permettralient une
glycosylation non enzymatigue d2 leur groupement NHZ. L’'etude
concernant l’'accessibiliteé des nucléases a montré l’existence. de
régions localisées, fonctionnelles, ouvertes ou les deux brins
sont dépariés & cause des bvorsions tensionnelles dues &
1l‘interaction ADN-protéines. Cet €tatv entraine une spécialisation
fonctionnelle de la cellule au cours de la différenciation., Ainsi
les génes de globine scont plus zccessibles & la nucléase dans les
érythroblastes gue dans les lymphocytes. Far ailleurs plusieurs
exemples sont cités dans une revue rvécente (Harold Weintraub 13973)
Donc a priorxri il est paradoxal de noter qu’une glycosylation non
enzymatigque ne puisse se produire que dans les reégions
fonctionnelles .

Nous savons par ailleurs gu’au cours du diabéte les processus du
vieillissement moléculzire et cellulaire sont exacerbes. Alors
pour certains, le vieillissement est causé par les modifications
post traductionnelles des protéines pour d’autres il est al a une
"erreur catastrophe”, avec diminution des fonctions de la cellule
qui s’‘ajoute & une accumulation progressive de matériel genétique
lasé.
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Il est cependant probable gue des modifications de 1'ADN se
produisent également. C’est ainsi que Bucala R et Coll {18B4) oxnt
etudie la glycosylation non enzymatique de 1‘ADN simple brin d‘un
virus (phage Fl). Vu l2 complexité structurale et fonctionnelle de
1°ADN du génome humain, ces auteurs demontrent clairement que les
groupements aminés des bases peuvent etre glycosylés in vitro et
que cette glycosylation est suivie d’une lindarisation. De plus
ils notent une diminution de 1l‘activige biologigque du phage
{mesuree par l’efficacité de la transfection) bien avant la
linéaricsation &t que cette diminution est proporticnnelle au
nombre des molécules de sucres fixds et egzlement pour une
concentration donnée de sucre, & la durde de contact.

Cependant ces résultats doivent Btre accueillis avec prudence vu
les différences entre 1’ADN du genome humain &t 1’ADN simple brin
des virus,.

La littérature nous montre l'existence d’‘un épisome bactérien avec
replicavion autonome, le plasmide PBR 322 et dont le DNA est a
double brin dans une structure voisine de celle de la chromatine
et possédant des régions sensibles & l‘action des nucléaces,
Integreées & un génome d’eucaryote ces régions fonctionnelles
continuent & €tre transcrite (H.Weintraub 1983). L’activité de ce
plasmide est facile & determiner du fait de =a sensibilité aux
antibioviques ou par la transformation d’une bactérie hote. Vu son
organlsatvion génomique proche de celle du ADN humain, il constitue
donc un modéle d’étude plus approprié gue celui de Bucala et Coll.
Nous avons préféré pour cela étudier la glycosylation non
enzymatique de 1’ADN du FBR 322 pour pouvoir éventuellement le
rapporter au geénome humain,

2.8. BUT DU TRAVAIL :

Le but de notre travail est d’'étudier la glycosylation non
enzymatique des protéines impliquées dans le phenoméne de la
coagulation. Ce travail s’integre dans le cadre genéral de l’étude
des modifications post traductionnelles des protéines abordée dans
notre laborateire tvant surxr le plan fondamental pouxr approfopdir
nos connalssances sur le vieillissement moléculaire et cellulaire
que sur le plan appliqué en particulier dans le diabate.

Au cours de cette mzladie , on note en effet une accelération du
vieillissement moléculaire et cellulaire.

L’ant}thrombine III a été choisie comme modéle d‘dtude du fait de
€cn role important dans la régulation des mécanismes de la
coagulation intravasculaire et des conseéguences connues de son
déficit. Le blocage des groupements ZNHZ des lysines de

1’AT III par des sucres pourrait entrainer d’une maniére
progressive et cumulative un retentissement fonctionnel impoxrtant
puisque des lysines sont impliquées dans les interactions avec la
thrombine d’une part et 1l’'héparine d’autre part.

Par ailleurs, il nous a paru important d’étudier la glycesylation
non enzymatigue au niveau de 1°7ADN.

Des eétudes antérieures ayant portées sur de 1‘ADN simple brin,
nous avons choisi d’étudier les modifications de 1’ADN double brin
qui est plus en rapport avec la situation physioclogigue.
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sgdium (0,13M - tion 3OO /minutes pendznt
15 minutes &% pPEXE bitevr des
PICTEESEEE (SO L& & une
concentration

La purificati
Budead PTION ZUR EZL DE BARIUM

Cetbe évape permet d‘éliminer les proteines plasmatigues qui
~rontiennent de l'acide 6 cerborygliuvanigue, repreésentees
principalement par lss proteines vitamines K dépendentes, Ifaisant
parvie des proveéines de la coaguletion. C'est ainsi gque ie plaema
est zioute doucemenv pendant 30 minutes, & 75 mM de concentration
finzle. Ensuive la suspensicn est centrifugée 60 minutes & 4000
sours/minutes s 4°C (centrifugeuse uwype Jouan K 110 H).
Z.,3%.2. PRECIFITATION FAR LE EULFATE
DE (TREH

Aprés élimination des protéinss précipitéss pax iz chlilporure qge
barium, l& surnageant est treivé par lie sulfzate de dextran-e% le
chiorure de calcium respecrivement & une concentravion fizale i%
et 50mM. Ce mélange est mainvenuy sous agitaticn & tempeérature
szbiante pendant 20 minuves &v ensuite centrifuge =& 2000
voure/ninutes pendarnt une heure & 4°C. Dans cevte evarpe, is
najeure partie des provéines cationiques esv précipitée ev l=
surnageant esv einsi enrichi en antithrombine IIr.




rZO_

PURIFICATION DE L ANTITHROMBINE I

SANG TOTAL
(CITRATE!

centrifugation (@) 4°C
4000 rpm /15mn

CELLULES PLASMA

inhibiteur de protease
BaCl, 75mM

G 4000 rpm /40mn

b AT

Precipite surnageant
(Proteine ¥ carboxyl

Glutamiques ) sulfate de dextran 1°/,

CaCly 50mM

surmageant PP;_cip;?; i -
(Proteines cationiques)

G 4000 rpm /60 mn

dialyse

Chromatographie
daffinite
(heparine-agarosse)

Elution:force 1onique
cruissante

Antithrombine I

+
h;pqrine contaminante

Chr‘ol‘nu?ogr‘qphic
;chongc use d ions

o

retention:heparine Elur;on:Anf;?hr‘omb;nem pl.ir‘e]
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T = surnageant enyichl en anvl ithrombine III est dialyse contrs ie
rampon initial ce iz ohromatographie (Tris 0,05M, citrete
wrizodigque ©,01M, Nacl 0,25 M PH 7,5) ensuite chromatographie
une colonne d‘héparine agarose &4R (1,5X15 cm) {Milleyr aAnderscn =%
CPpll 19741, Dens ces condivions initisles seules les protveines
avant vme sffinive poulr il'héparine sont fizees, on appligue
ensuite, un gradiernt lindézire de force icnigue (0,35 — 1,7 M
Necl, débit 25 ml/heure). Aprés snalyse fonctionnglle ae
1/antithrombine III purifidée par CevTE gtape une chromatographi
é‘echange G'iocns a EtE aeffecturée pour 2liminer 1’héparine
comtaminante velarjuge [ax 1z colcnne d’affinite.

ra fraction d‘antvithrombine 1II provenant de la chromatographie
a/affinpite est dizlysee coﬁt e un tampon tris 0,0zM, Nacl 0,159 FH
7,5, concentree pa Le systé&me amlCOn KMZ et ensuite
shyomatographlige =Ur ULRE colonne d& [DEAE séphadex 250 équilikxee
zyes 1l mMEmE Tampon. Dana ces conditions isocravigues 1’'heéparine
est retenune et l7antl thromrine II1 est éluee. Les chromatogyaphles
cont réslisees & 4°C. L’abpsorption & 280 nm des e&luates de colonne,
est suivie & l'aide d'un detecteur Gilscn., La quantitveé
d‘anvithrombine II1 est dévermines en uvilisant un coefficient
d’extvinction molaire Al ¢4 (Miller anderson et Coll 13874)
M=
7.2, TECHMIQUEE ELECTROPHORETICGUEE ¢
%.%.1. ELECTROPHORESE SUR GEL
DE FOLYACRYLAMIDE EN BDE ¢

Lz pureté de 1’ antithrompine IIT et la cinétigue de formation du
compleve anvithro mbine III- %“hrombins ont eié végrifiges pary
electrophorese sur un ge. o€ rézolution ¢‘acrylamide (T=15%;
[0=3,3%) en pPYESEnceE de 0,4% de ESLB dans un Tampoxn tris ¢,375M FH
£,6 ttechnigue GE TLaemmii 2%7C). Le gel dit de concentration (Z,°
-m de hauteuy) est un ged d'acrylamide dont 1g T=2% et C=3,3%
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IMMUNOELECTROPHCRESE SELON

~
o
[

W

L’immunoslectrophorése est faite suy des plagues de verre (18,35KE
cm) sury lesguelles on coule de 1'agercse (L) & une concentraticon
finale de 1,36% dans un tampon veronal 0,03 PH 8,6 contenant des
anticorps anti antithrombine III & &% vel/vol de tiwre 0,386g/l
(clotinum zrntvitrombine III Behring Werke).

L'’épaisseuy du gel est de 1,5mm les anticorps sont zjoutés dVdnL
de couler l& gel deés gue la vempeératur
Aprés refroidissement de la plague,
diametre sont creuses peymettant le

la migration est faite & 10°C pendant Heures minutes scus un
tension de § voltse/cm et une intensité de Z0 mi, dans un ap;;re;;
& electrophorése horizontale LKE, modele 2117.

Les plagues sont ensuite lavées par du NHaecl 0,18M pendant

48 heures puis mises dans l’eau distiléde pendant Z heures. Aprés
séchage de l= plaaue, on pratigue une coloratvion par du bleu de
cozmassie R 250 & a,hxﬁ,da“_ un m#lange méthancl, acide acétigue
2t sau (%/1/4 wvclume/volume).

La décoloration est véelisde avec le meme mélange en absence de
Fleu de coomassie.

~

de l‘agarose atteint Sc®C.
pu;tﬂ dE 3,5 mm de
de u/u de plasma

-

(ul n,
m
.t: -n ] m
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On pravique &amns un premiexy LEmDps une fopzlizaticn icnélachbryridja
ceur cgel d= polvacrylamide LKE (1BDG§ 10Z) avec un gradisat d= FH
compris entre 4 =2% £,5 selon 123 inztructions du fournisseux ¥
{1804 Eo3), Les dchantillons sont déposés sur ie gel; =prés Z
heures 30 minutes de migraticn, scus une Lensicn de 2000 wvclte,
une puissance constanve de Z5 watv=, la kande de micravion esv
découpée =% déposse suY un gzl d’'agaro=e.

Dane un deutiéme btemps, on pratigue une slectrcrhorése sur gel
d’agarsse; un volume d’sgarose & 1% dans un tampon véronal

4 0,054 pH B8,E est chauffé & 20°C dans um bain merie; on iaisse
refyoidir le gel jusgu’'a 56°C et on ¥ zjoute l’antissrum
antishrombine III & 3% (clobvinum antithyombine III). Le gel est
ensuive coulg sur le cdoté hydrcphile d'une feuille en plastiqus
(8%10cm) “ype LKEB (1850-101).

La rande de migration obbvenue par focalicavion iscelecbrigue es

Adcoupeed puis déposee suy e gel d’agarcse du Dté cathodique,
place dans un appareil = gléctrophorase horizontale LKE, modele
.

Z7417. La migration dures & heures 4 45C sous une btencsicon de T
volts/cm et une intensité de 20 mA.

Le gel d&'agarose est encuite lavé pendan®t Z4& heuxes aven Kaza
0,254 =2t mis dans 1l’ean pendant Z heures, aprés s2chage 11 est

coloréd avec du bieu de coomassie R 250 & 2,5 %o dans 4C% £thanc
0% acide acétigue puisdgcolorsg dans iz meme solution en absenc

e cclorant.

Nous aveons utilisé les plagquss Nor—-Fartigen antithrombine Iz
{Behring imstitut Marburg W Gexrmany !,

Cez plagques conbiennent une couche de gel agay ev l1'anbvizexrum
spgcifique de l’antithrombine IZIZ.

5 i de plasma sont déposes par ruits., Cn laisse diffuser 2 1z
tempeérature ambiante perdant 16 heures; COn mesure snsuite 1=
diamdtye des anneaux ds précipitation autour des puites ¢

ia concentratvion en antithrombine 1II est proporbionnelile atl

caryé cu diamétre des anneaux g€ précipitation.

i

o

e
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%.%5, CHROMATOGRAPHIE D/aFFluliTz
SUR FHENYL EBORONATE :
Lz chycmatosraphie d'affinite suy phényl boronave immebilisges sur
sgerose revient epécifiguement les groupemente cis-diol des
provéines glycosylges.,

————————

zlin compris entre 7 et g 1= boronate est tétravalenv
& une forme tevrshedrigue trihydronyliée.

m

t

nr

s

Q
o

ct 0)

OH
HN— /By + 2HO0 = HN—-.-\/--B\ '0?1 + H40
OH |

Letts forme particuliere ast capable de former une liaison
covalenve aves une molecule LOYTEUSE &'urn CrOUDPEMELT cis~diol

Plioteine
[Proteine] Hil-— (g
H-CH, o—C
C

0-C. | =0

|
_OH /.\ o—C

el OH S ¢ KV

HO HOC

H,OH

>

s molécule lize

Cependanty 1 = psut erre zZpzyée Cu boxonate par uin
vampon atide ou par compétition avec UL aUTITE sucre presentent un
groupemenv cis-diol (exemple le sor>ivol).

RELLISATION PRATIQUE :

i T = S A T =

Nous zvone utilisé les Kiv piéce glycegel B test Kit.

L‘acide borique est li& dGe fagon covalente & 1'&gsrose {e%) par
1‘intermediaire d’un Dbras maminophényl. Les colonnes sontT
gquilibrées dans un tampon acetate d’ammonium 0,z5m PH B,5
contenant du chlorure de magr.esium 0,02ZM et de l'azide de sodium
¢,02% . Le plasma glycosyle esv déposé directemsln SuX la colonne.
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premier temps l2s ProtEines ROn firdes av ligandé sOLRYT
gluées pay simple gravité dans e mEne tampon acétate dfammonium
G,25¥, PH B8,5.
Tenz un deuxiéme temps les provélinss Lises au pheényl bonorate
giuges per un vampon citrate $,ZM FH &,8%.
Les pourcenvage de fract =z lidgegs sont diterminges DEY mesure oae
iz densitd optigue de 1'&luat & Z60 nm.
m&thode amidolytique
syntheévigues

arginine-p-nitroamilids

CBS 3447 : 24C- OH- HD CHG-Buv. Arxg-p.NA

J.b-a—r-‘r-

we

Ta méthode amidolytique est uvilisée poux dosex 1z thrombine
récidueile dans les exnpériences ¢’interaction e ia vhrombine avel
l’antvithrombine III.

L’zantithrombine III ex = action antithrombinigue immediate
E5 préger:e 2'héparine. 1'zddizion d’une quéztité GELermings
et en =ucés de trombine, parine & du plasma Ou & une soYition
d’antithrombine III entraine 1z foymavion immé&diave 4dcu cUr;lexe
antithrombine-thrombine. La thrombine résiduelle .non inhibge parx
1’antithrombine III agit sur le substrat synuhétique en céftachant
la para-nitroanilide gui akbscrbe & 40% nm.

(cpectrorrotométre type JY O Bolis Yvonl)a
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Les échanbtillo ont sneuite vafroidis dans lz glace ev ies
Trob&ines PYec de= gn aipubant i ml &’acids bvrichloracevigue &
400g/3. 1 ml 2u zurnageand contenant ips ddrivés § hydrony methiyl
fuyfyural ges ceas hydrolysdées, est incubé pendant 4 heures = LGeC
en précence de 1 ml d’scide *hichsrbiturique ¢,03M dans 1'arcide
trichloracehigue & 200 g/, L’ahsorpsien est mesuree o 447 am. Uns=
=glubion d'hydroxyméthyl furfural &0 mole/l esh utilisgs comme
standard.

SLYTOSYLATION IN VITRC

TE LTATH
Une sclubion contenant 230 ng S'ALN estv incubge & 37°C pendanv
117 heures en présence de diffgrente SUCYES {(glucose, Z

Yisdonyzilucose, galactose, galachtose £F, giucose &F, fructose,

fyucsoze EP fructose 1.6 DF & une concentration de ZS50 mM dans un
tampon Hepes S0mM, ELTA C,5 mM DHE, Toutes les sclubtions sent
etérilicdes pay passage suxy un Iiltre Millex (millipoxe}.

TECHMIQUES UTILISEES @

ELECTROFHORES SUR GEL DY AGHROSE
L'Eldctrophoreésze est réaliseés suY ua gel d’agarose & umne
concentrabion 1% dans le tampon bris 40mM acetate de socdium Zomi,
EDTA C,ZmM PH E,5 sous une sernzign conzhante 18 volis,
Less échanbiiions &'ADN sont déposds sur gel avec 1425 Gy voiume oS
colorant (bleu de bromophénol ©0,23%) Aprés migration, 1'ADN e=t
revélé en plongeant le gel dans le “ampon ~ontenant 2du bromure
d’&+thidium & une concentraticn finale de g/ml.
Aprés ringacge & l'e=zu distiliée les gels <opn% phobographiss =CuUS
excitation en lumigdres ultravicleitte.

TRANSFERT DU GEL SUR MEMBRANE DE Lo
Tes différentes formes 4’ADN séparées sur 1e gel 4’zzavose soab
Zénaturées dans une solubicon dive cde svranz=fert (MHaCTH C,4d, Naclio 5”!
0,6M} pendan®t 20 minutez & “emperature ambiante et a faible
agitatizn, Elles sont encsuistes Sransférdes sur une membrane Ze
nyion (gene screen plus) pendant 18 heursg,
Les membranes cont lavées dans une sclubicon de peubraiisation
(trie 0,5M nacl 1M PH 7,%) puis inpcubees pendant 3T minutes =82S
agitation dane la meme sclubicon e+ zdchde 2 la Lemperaiure
ambian%e pencdant €0 minutes.
Le DNA fixé & la membrane =z enzuife hybdde a des sondes
spécifiques marguées au 24 P puis autoradiographie.
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PREAYSRIDATION

Cette etape est effecvuée pour diminuer la fixation non spEcifig
ce lz scornde radipactive.

La membrane est lmmergde Zanz une solution conterant du Haol 1M,
tris 50 mM, EDE 1% PH 7,85 pendant Z heures ) &5¢(,

v
t)

@
Lt g

¢C ng de DNA (FER S2Z) sont incubée en présence 4‘uxn tampon
contenant les nuclecvides A, T, G ev C margue du 32 p & une
concentvration finale de S0mM (T margue & une activitveg spacifigue
de 800 Ci/mmoie), DN ase et DNA polymerise l’incubation dure Z
heures & 14%C., Fouy séparer les nucléctides libreg de 1'4DN
srque, on pratigue ume filbtravion sur une colonne de séphadex G
00 dans une soluvicn de S3C (0,45M, citrave de Ecﬁigm 0,045M} .,
‘ecvivite spécifigue de 1'ADN margué est de 7,35 10 ?—Cpmﬁﬁg.
HYEBERIDATIOCN @
Les membranes de nylon sont mis dans des sacs plastigues
scellables,on y ajoutes le vampon de préhybridation, L& sonde
margquee et le ESDNA. Aprxeés avolr chasseé l’airy au maximum, le sac
st =scelle.
L’incubavion dure 20 neuvez & £5°C.
1ER. LAVAGE
La membrane &=t revirée du =ac et immergée dans Z00 ml 3'une
gciution de S55C iNzecl (,45M, oitrave de sedium 0,045M) de
Denbardt’s (Fipgell 0,14 oM palyvinﬁpyrralidang ©,z2 aM, BSA
C,i5%xaM) ex de BD5 0,1i%
ZEME. LAaVAGE
La membrane esv laveée pendant 30 minutes a €5°C dans 800 ml de
soilution de lLavage.

Lz membrane est lavée dans £ fols £00ml de lz socluticon de lavage
pendat I Lsure chague fois et & £5°C.

Lee Z derniexs lavages de stringence sont effectugs dans Z50 ml

d'ure solution de Naecl 1E5mM, de citrate de socdium, 1,5mM et EDE

0,1% pendant 1P minutes & £3°C, les membranes sconv mises dans 4

sacs scellés gardeées a température ambiante 2% aprés 45 minutes

eile sSont pretves pour l'sutcradicgraphie.
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RESULTATS -

1. PURIFICATION DE
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La fraction d’antithrombine III iszssue de plasma humain citratée est
soumise & une chromatographie d‘affinité sur héparine agarose (ce
plasma subit au préalable une adsorption des proteines
plasmatiques contenant de l’acide Y carboxyglutamique et une
précipitation des protéines cationigues par le sulfate de

dextran ). Une élution & l‘équilibre avec le tampon imitial de la
colonne (tris 0,05 M, Nacl 0,15M citrate trisosidique 0,01M PH
7,5 avec un débitv de 25 ml/heure) permet d‘éliminer les fractions
n‘ayant pas d‘affinité pour l‘héparine. L'’antithrombine III est
gluée & l‘aide d‘un gradient continu Nacl de 0,15M & 1,7M (Fig 1).
Les protéines contaminantes ayant une faible affinitvé pour
l‘héparine sont &luées dans le premier pic (0,375 M Nacl), le
deuxiéme pic (0,3 M Nacl) représentvant la fraction d’antithrombine
III; cette fractiop est homogéne en eélectrophorése sur gel de
polyacrylamide en <&sence de SDE et elle présente une seule bande
de PM 64000 (fig 2 et 3) pour trois guantités d‘antithrombine I1I
utilisées (?/ug} = {15/;9} — (25/}9).

L’activité antithrombinigue vis a vis de la thrombine est
déterminée. Nous n‘observons aucune différence d'inhibition de la
thrombine en présence ou en absence d’héparine (fig &)
l‘élimination de 1’'héparine contaminant la préparation de
l’antvithrombine III est nécessaire au moins pour 3 raisons

- Pouvoir étudier et discriminer le degyé d’inhibition de
l’activité thrombinigque héparine dépendante et héparine
indépendante par l‘’antithrombine III glycosylée,

- Enlever l’effet putatif d’inhibition de glycosylation par
l’héparine.

- Eliminer l’effet direct de l’héparine sur la thrombine.

A cet effet nous réalisons une chromatographie sur DEAE séphadex
AS0 qui permet d’‘éliminer l‘héparine retenu sur la colonne tandis
que l’antithrombine III est éluée par le tampon tris 0,02ZM Nacl
0,15M PH 7,5 le rendement de purification de 1’AT III est de

21% . La préparation d’AT III est mise en évidence par l’activite
inhibitrice de la thxombine en absence et en présence d’héparine
exogéne ajoutée 2Z% d‘activité thrombinique résiduelle sont
obtenues aprées 2 minutes d’incubsation en présence d’héparine et 30
minutes d’incubation en absence d’‘héparine. L’'inhibition totale de
la thyombine par l antithrombine III héparine dépendante est
obtenue aprés 10 minutes d’incubation (fig §).
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Figure2 /Electrophorese sur gel de polyacrylamide

e e s s e s

en presence de SDS.

l- marqueurs de masse moleculaire
2- antithrombine III (25g)
3- antithrombine III (15png)

4- antithrombine III ( 7ng)
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fiqure 5/ Action de \'antithrombing T sur la thrombine
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T Thrombine .
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Figure 6 / Electroisofocalisation de 1'antithrombine III

sur gel LKB gradient (4-6,5)

1- antithrombine III : 16AQ
2- antithrombine III : 20Mg
3- antithrombine IIT : 25)g
4~ antithrombine III : 30ug

5- antithrombine IIT

(1]

41)g
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Figure 7 / Immunoelectrophorese de l'antithrombine IIIX

1- Rocket immunoelectrophorese (plasma)
2-Crossed immunoelectrofocalisation de
1'AT III puri fiee par chromatographie

d'affinite.



Figure 8 / Electrophorese sur gel de polyacrylamide

EE =i en presence de SDS.
l-marqueurs de masse moleculaire
2-antithrombine III ( 124g )
3-Thrombine . { 9!11:; )
4-complexes thrombine-antithrombine III
incubation 20 minutes a 37°C.
5-complexes thrombines antithrombine III

incubation 90 minutes a 37°C.
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Pour confirmer la pureté &t l’homogéenédité de 1‘antithrombine III
nous l‘avons soumise aux tests electrophorécse,
electroisofcocalisation, immunoelectrophorese. L'‘electrophorese
sur gel ds polyacrylamide en présence de SDS gui nous révéle une
seule bande de PM E400C.

‘antithrombine III &tant une glyccprotéine, la technique de
séparation suivant la charge peut donner une microhétérogénéité.
C’est ainsl que la focalisation isoelectrigue sur gel LKB gradient
(4-6,5) nous reéveéle une microhétérogénéité avec € bandes de PHi
compris entre 4,5 et 5,5 dont Z bandes majeures de
PHi 5,1 et 5,3. (fig &). Cette microhétérogénéité est confirmee
par l’immunoelectrophorése bidimensionnelle (en présence
d’antisérum anti antithrombine III) présentant deux pics majeurs.
(fig 7).

Les cinétiques de formation du complexe antithrombine III-
thrombine suivies par electrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDE mettent en évidence différentes bandes
correspondants probablement su complexe

(antithrombine III-thrombine PM S4000) et complexe probablement
dégradeé (PM 80000 et PM 80000).
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Dans le but de séparer 1l’'héparine contaminant l’antithrombine III
issue de la chromatographie d'affinité, nous nous sommes
intéressges a 1l'études des spermines. Nous avons etudié leur
action sur l'antithrombine III mais sur un plasma total (ce plasma
utilisé comme source 4’AT III}. L'’activité inhibitrice de la
thrombine par l’antithrombine III en présence d’un substrat
chromogene 5 2238, de spermine a é€tg =zuivie & 405 nm. Le
pourcentage d’activité thrombinique et antithrombinigue héparine
dependante et heparine indépendante a été détermine (tableau I)
Nous observens une inhibition de 69% de l’activiteé thrombimnigue en
présence de plasma et en absence d’héparine =zoit 31% d’activite
thrombinigue résiduelle. Cette activitéd augmente de 2Z3% guand on
ajoute imM de spermine au milieu d’incubation. Une augmentaticn
de 40% est obtenue avec 3 mM de spermine &t toute l’activité
thrombinigue est restituée avec 5 mM de spermine (fig 9).

En présence d‘héparine (tableauw II), l‘’action de la spermine
(10mM) =ur l‘inhibition de l’activitéd antithrombinigue est
immediate au bout de 2 minutes. Au bout de 10 minutes nous
observons une restitution de 34% de l’activiteé antithrombinigque.

La spermine n’a pas d'action sur la thrombine ni suxr le substrat
synthetique 5 ZZ38. Nos résulbvats semblent montrer que la spermine
inhibe l’activite antithrombinigue de la maniére suivante !

‘action inhibitrice de la spermine (10mM) et immediate au bout d=
2 minutes en présence d’héparine, ce gui implique gue
l’interaction antithrombine-héparine n’ait pu avoir lieu, la
sparmine ayant interagit fortement avec 1’'héparine par des ponts
salins.

e i el S
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Au cours de l’incubati¢ {10 minutes: le complexe héparine
spermine parait se dissocier (24 % 4'ac @ ivite antithrombinigue
restitude), La spermine agit sur l'antivhrombine III meme en
absence d‘héparine exogéne 4onc eile peut inhi ber la fization sur
1fantithrombine III des molécules "héparine like" (dermatamne
csulfate et héparane sulfabte) présentes dans le plasma ev possedant
une activité analcgue & celle de 1'héparine (héparine like).

3 . GLYCOSYLATION IN VITRO

Les conditions d’incubation ae départ sont détermingées pour une
quantité d’anbvithrombine III =n’inhibant pas votalement la
thrombine : BS% d’iznhibiviecn antithrombinigue pour ne pas ftre en
excés d’antithrombine III. L’antithrombine III incubge & 37°C sans
glucose présente la méme activité gue 1'antithrombizne III non
incubée et cela en présence ou €n absence d'heéparine

{vablezu III) Donec 1l'incubation & 237°C ne dénature pas
l'antithrombine IXII. L’étude de 1’activité antithrombinigue en
absence d'héparine conne les résultats suivanbtes

- Aprés 4 heures ¢'incubation et avec 100mM de gliucose cebite
activited n’est pas modifide, ellie diminue de 10% avec Z200mM de
gluccse et de i5% avec 40C mM de glucose.

= Ap rés 8 heures d’incubation, une diminution de cebbve activite
es+ cbservée avec 100 mM de glucose; cette diminution est de 2Z5%
avec 400 mM de glucose.

- Aprés 18 heures 4'imncubaticn l'iﬁhl
est atteinte avec une concentration de
L'influence de la cecncentration en gl

+ion maximale &’'envircon SU0%
100mM de glucose.

cose n’est pas ochserxrves,

de L’activite est

- Aprés £ jours &’incubation, une diminutlion
00 mM en glucose avec
pt

5
observée 3 partiry &'une concentraticon qe 1
une concentration de 400 mM de glucose 1i'a
giycceylée est totalement iractivee {tablea

-—

thrombine l1:i-
IVy,

L'étude de l’activité anvithrombinigue en présence &'héparine
donne les vésultats suivants @ (tableau IIIY @

- kprés & heures, B heurez et 1E heures d‘incubation, en preé=sence
de 100 mM, 200 mM, 400 mM de glucose l’antithrombine III preéesente
ia meme activité gue lfantithrombine III normale,
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= Apres b6 Jjours d’incubation jusqu’i BO% de 1l’activiteé

anvithrombinique est récupérée avec une concentration de 400 mM 3.
glucose (tableau IV) ceci s‘explique par le fait que 1l'héparine
pu se fizer (fig 10) sur l’antithrombine III glycosylée et induire

i

un changement ds :on:ar'ata n et falire disparaitre l’encombrement
sterigue. Sachant qu’aprés une monoglycosylation les groupemenies
NHZ des lysines peuvent se& pr ctoner, il e=t évident gu’une
macromolecule telle gue l'héparine peut reéagir avec ces sites mal:

J.t\j

plus lentement gu’avec 1 ant<mhromb1ue III normale. En absence
d‘héparine le degré d‘inhibition de l’asctivite antithrombinigue
depend de la concentration en glucose et de la durée de contact
proteine-glucose. La figure 11 donne les pourcentages d’activités
thrombiniques ern fonction de la concentration en glucose. Ce
pourcentage refliete les valeurs moyennes intégrées des
modifications d’activités :

[}

r‘l

- Une proportionnalité entre la vitesse d'activite thrombinigue et
la ccncentxutwan en glucose est observée dans une premiére phase
ceci est dG probablement a l’accessibilité des lysines de
l’antithrombine III et & son inhibition par la glycosylation.

- Entre 4 heures et 8 heures d’'incubation nous notone une Zeme

phase stationnaire ce gui semble correspondre & une interaction
glucose-proteéine retardée par un accés difficile des lysines ou
une modification ionique de ces mémes lysines.

- La 3éme phase montre que la vitesse d’'activite thrombinique esvu
augmentée aprés 16 heures d’incubation. Un excés de sucre est donc
T

en faveur d’‘un encombrement stérique des sites de
‘antithrombine I1I.

.2. ISOELECTROFCCALISATION :

La figure 1Z et 13 montre que le comporvement en focaliation
iscelectrique de l'’antithrombine III incubéde sans glucose et en
presence de glucose pendaz* 1t heurecs n'‘est pas meodifid. Ce Aui
implique gue la glycosylation de l’antithrombine III n’a pas
induit de modification de chaxrge. Les lysines peuvent se protoner
apres une monoglycosylation, ceeci confirme l’effet de l’héparine
gqui peut restivuer B80% de l’activité anbithrombinique. Néanmoins
nous remarguons un deéplacement des banjas vers anpde aprés 6
jours d‘incubation. Cet effet est 4d procbablement & une
biglycosylation des lysines modifiant ainsi la charge de
l’antithrombine III.
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Figurel2/Electroisofocalisationde l'antithrombine III

v v v Ao A el i .

incubee pendant 16 heures a 37°C.
l-antithrombine III non incubee
2-antithrombine III incubee sans gl ucose
3~antithrombine III incubee 100mM gl ucose

4-antithrombine III incubee 200mM gl ucose

S-antithrombine III incubee 400mM gl ucose
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Figure 13 / Electroisofocalisation de l'antithrombine -

s s i s i e

incubee pendant 6 jours a 37°C.

l-antithrombine
2-antithrombine
J—antithrombine
4-antithrombine

S5-antithrombine

ITI non incubee

III

IIT

IIX

I1I

in cubee
. 4
in cubee
g 4
incubee

incubee

sans gl ucose.

100mM gl ucose.

200mM gl ucose.

400mM gl ucose.

IIX
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Les protéines plasmatiques sont scumises & une chromatographie
G‘affinite sur phenyl boronate agarose. Les fractions non lidges
sornt eliminées par un tampon acétate d‘'ammeonium ©,25M PH 8,5 alors
que lee fracvions liges en phényl boronate sont éluges par un
tampon acide le citrate de sodium 0,2M FH 4,65. Ces fractions scnv
desalées sur minicolonnes PD 10 et soumises & une
immunoelectrophorésea 59191 Laurell. La figure 14 montre gque
l’antithrombine III peut Etre détecvée dans la fraction lide au
prhényl borcnate a partlr de plasmsa de sujets diab&tigues (puite =
€t 4) alors qu‘il n’en est pas de méme chez le sujet temoln normal
(puits 7). Cette fraction d’‘antithrombine III retenu sur phényl
boronate augmente nettement aprés incubation d’un plasma témoin
pendant 8 Jjouxs & 37°C en présence de glucose & des concentrations
de 50 mM et de 200 mM (puits 8 et 9). L’antithrombine III préssrn<-
dans les fractions liédes au phényl boronate a été déterminée par
immunodiffusion radiale chez 4 sujets diabetiques. Les résultats
sont rappoxrteés dans le tableau V en comparaison aveo le
pourcentage des protéines plasmatiques totsles lides au phényl
boronate, le taux d’HbAIC et le degre de gl ,cosylation non
enzymatique des protéinecs plasmatiques totales, apprécié par la
mesure ceclorimetrique des sucres liés aus provéines par une
liaison ceétozsmine. Les résultats montrent

- L'existence d'un parslléli=z=me entre le taux des protéines lidr:
au phenyl boronate (et de 1’'AT IIl)} et celui des sucres mesureé jax
colorimetrie,

- Que 1’ incubation d’un plasma en présence de glucose augments la
glycosylation des proteil nes plasmatiques &t la fraction retenue
suy pheényl boronate. De méme la fraction 4’ antithrombine III 113

au phényl borcnate augmente aprés incubation.

- Que 1°AT III liée au phényl boronate mise en évidence dans le
plasma de sujets diabétiques refléte bien l’augmentaticn de la
fraction glycosylée de cetie protéine chez ces malades.

— Que la réactivite immunclogigue du plasma incubé en présence d«
glucose n'est pas modifiée (puits 19, 11, 12) alors que les sucres
liées aux protéines passent de 1,77 & 6,38 nmole HMF/mg de
proteines et la fraction liée au phényl boronate de 33,5 & 62,44
(puits 7, B, 9). Ainsi la glycosylation non enzymatigque n’affecte
pas les propriétés immunologigues. Ces résultats ont été rEalicés
€n cecllaboration avec le laboratoire du Docteur J. Elion &
l’hopital Bichat et a fait l‘objet d‘une publication : Ducrocg.R,
Bachour.S5, Belkhodja.R, Berriche 5, Elion.J (18B5).
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Figure 14 / Mise en evidence de l’antithrombine III

dans la fraction liée au phénylboronate agarose.

1- plasma controle

2- plasma contrdle dilue au 1/2

31-6 plasmas de sujets diabetiques :
3-4 fractions liees au phénylboronate de2 sujets
5-6 plasmas totaw des 2 mémes sujets.

7-12incubation des plasmas normaux en présence

de gl ucoge pendant 8 jours a 37°Cs

7-9 fractions liees au phenyl -boronate.

10-12 plasmas totaux.

7 et 10 temoins,

8 et 11 incubation avec 5S50mM de glucose.

9 et 12 incubation avec 200mM de gl ucose.




Profeines pkismaliques

Fraclions liees au phenylboronate

HbA. , ghycosylées Proléines plasmaliques ATHE
2, (methode color‘rmefr‘lqu’@.) 2 (:ml_!:;\g_'r;c}):;fﬁ-'smﬂ
nmol HMF/mg Proleine ° o/,
| Plasma  émoin 5.1 1.77 6,1 non detectable
Plasma 'eémoin incube avec .
_ 50mmoal/l de glucose 3.52 33,5 33,8
—200 mmol/] de glucose 6,38 62.4 64,2
Plosmas de sugts diabetiques :
1 9.3 2,30 14,3 11.1
2 7.8 2,52 14,9 13.6
3 13.8 2.76 16,0 14,0
4 171 3.25 17.5 13.6

...gg_
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S . SLYCOSYIATION IN VITRO

L‘ADN est incubé dans le tampen HEPES S0 mM, EDTA 0,5 mM PH 8
pendant 112 heures & 37°C, &n presence de différents sucres Ge
concentration 250 mM, 500 mM, 1M.

L’electrophorése sur gel d’'agarcse & 1% dans tampon tyris 4C0mM,
acetate de sodium 25 mM, EDTA 0,2 mM PH 8,3 suivie d’umne
coloration au bromure d‘ethidium 10 mg/ml permet de SEparer les
differentes formes A’ADN : forme nickeée, linéaire, supercoil. Le
tableau VI &t la figure 15 montrent les résultats de l‘incubation
de 1'ADN en présence des différents sucres &bt son action sur
l'activité Nicking, sur la linéarisation et le brunissement de
1’ADH.

L’ADN incubé sans sucre pendant 112 heures & 37°C ne montre aucune
activité Nicking, linéarisation cu brunissement, ce gui indique
que l’incubatvion & 37°C ne medifie pas la forme superccil de
1’/ADN.

La réactivité du glucose, decxyglucose, galacvose el deoxygalacc:oe
sur 1°'ADN n’est pas suivie d’effets de Nicking, de lindarisation
cu de brunissement. la présence de bloc-lys dans le milieu
d’incubation entraine un effet de brunissement {incubation en
prészence de glu, gal), mais cet effet n’a pu se produire avec les
sucres deéoxyglucose et déoxygalacose qui ne pexrmettent pas de
réarvangement d’Amadori : d‘ot l'importance du réarrangement
d'Amadori dans les réactions de brunissement.

Las véactivité du gluccse €p est suivi d'un effet Nicking &t d'un
réarrangement d’Amadori menant au brunissement gue ce soit e&n
présence ou en absence de boc-lys.

Nous remarquons une réactivité plus importante du Galactose 6F,
fructose, fructose 6P et frucvose 1eDP donc plus gfficace dans
1’gffet Nicking et la linéarisation (forme lindaire correspond =
la bande 4,3 Kb en electrophorégse sur gel d’agarcse) entrainant Z:
dégradation de 1‘ADN et une invense activité de brunissement.
L’importance de la réactivite des groupements carbonyles des
cucyes est lige a4 l'activité Nicking et & la lineéarisatvion p
contre le réarrangement d’Amadori n’‘y est pas implique {cas
déryglucose GePF). -

axr
du z

La polymerisatvion est d’autant plus importante en présence de
cucres efficaces dans l'effet Nicking et dans la linéarisation €
elle est proportionnelle aux concentrations eleveées de ces sucre
(figure 16 et 17).

mn rt

La présence de groupements aminés libres dans le milieu
d’incubation (Boc-lys) accentue le phénomsne de brunissement.

Les mesures de brunissement & partir de spectres différentiels
montre un marimum &’absorption compre 350 et 370 nm (figure 1§).
@nky.



L‘ADN est incubé dansz le tamporn HEPES S0 mM, ERTA C,5 mM PH @
pendant 112 heures & 37°C, &n presence de différents sucres de
concentraticon 250 mM, 500 mM, 1M.

L‘electrophorése sur gel d’'agarcose & 1% dans tampon tris 4C0mM,
acetate de sodium 25 mM, EDTA 0,2 mM PH 8,3 csuivie d’une
coloration au bromure d‘ethidium 10 mg/ml permet de séparer les
differentes formes A‘ADN : forme mnickeée, linéaire, supercoil. Le
tableau VI et la figure 15 montrent les résultats de l’incubation
de L'ADN en présence des différents =ucres &t son action sur
l'activité Nicking, sur la linéarisation et le brunissement de
1ADH,.

L’'ADN incubé sans sucre peniant 112 heures & 37°C ne montre aucuns
activité Nicking, linéarisation cu brunissement, ce qui indigque
que 1’incubation & 37°C ne modifie pas la forme supercoil de
1/ADN.

La réactivité du glucose, deoxyglucose, galactose el deoxygal
sur 1°’ADN n’est pas suivie d’effets de Nicking, de linéarisat
cu de brunissement. la présence de bloc-lys dans le milieu
4’incubation entraine un effet de brunissement (incubation en
précence de glu, gal), mais ceb effet n’a pu se produire avec les
sucres deoxyglucose et déoxygalacose qui ne permettent pas de
réarrangement d‘Amadori : d’cu 1‘importance du rémyrangement
d'Amadori dans les réactions de brunissement.

aoose
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Ls véactivité du gluccse €p. est suivi d’un effet Nicking et d’un
réarrangement d’Amadori menant au brunissement gue ce solt en
présence ou en absence de boc-lys.

Nous remarqguons une reéactivité plus importante du Galactose &P,
fructose, fructose 6P et fructose 16DP donc plus gfficace dans
1’effet Nicking et la linéarisation (forme linéaire correspond &
la bande 4,3 Kb en electrophorése sur gel d’agarose) entrainant o
dégredation de 1‘ADN et une intense activite de brunissement.
L’'importance de la reéactivité des groupements carbonyleés des
cucres est lide a4 l'activité Nicking et & la linéarisavion par
contre le réarrangement d’Amadori n’y est pas implique (cas du
déxyglucose GgP). :

[ 8]

La polymerisavion est d’autant plus importante en preésence de
sucres efficaces dans 1l’effet Nicking et dans la linéarisaticn &
elle est proportionnelle aux concentrations elevees de ces sucras
{(figure 16 et 17).

La présence de groupements aminés libres dans le milieu
d'incubation (Boc-lys) accentue le phénomene de brunissement.

Les mesures de brunissement & partir de spectres différentiels
montre un maximum 4d'absorption compre 350 et 370 nm (figure 18).
enke



ADN incube pendant 112 heures a 37°C

en presence ¢e sucres de concentration

250mM coloration au bromure d’ethidium .

~ 4
1- ADN incube sans sucre.

e " %

L3"" n L

e R e

15= -+— R,

gl ucose.

2 deuxygl ucose.

glucose 6P,

2 deoxyglucosé 6P.
galactose -

2 deoxygalactose.
galactose 6P.

fructosae.

fructose 6P,

fructose 1-6DP.
galactose + Boc lys 5mM.
ijalactose 6P +Boc lys 5SmM.
ADN non incube.

Marqueur de taille.
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Figure 16 / Electrophorése sur gel d'agarose a 1%
ADN incubee en présence de fructose 6P
a 37°C,pendant 112 heures coloration au

bromure d'ethidium.

1- Marqueurs de taille.
2- ADN + fructose 6P 100mM.
3- ADN + fructose 6P 250mM-

4- ADN + fructose 6P 500mM -



Nické__._
Marqueur 4,3kb.L ineaire

‘supercoil 8|YC°5Y|é? -a-fl
Supercoil  —u!

Figure 17 / Autoradicgraphie de 1'ADN incube en

présence de fructose 6P pendant

112 heures a 37°C.

1- Marqueur de taille.
2— ADN + fructose 6P 100mM,
3= ADN + fructose 6P 250mM.

4- ADN + fructoge 5?2 S00mM.
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GLYCOSYLATION NON ENZYMATIQUE

Nous avens utilisé la chromatograghie sur phénylboronate agarose
pour démonvrer l’augmentation de la fraction glycosylee in vivé ce
127 III chez les sujets diabetiques. Ceci vient compléter les
resultats de brownlee et Coll (1584).

Par ailleurs nos resultate démontrent clairement que
i’antivhrombine III est glycocsylable in vitro et que cette
glycosylation entraine eventuellement une perturbation
d’interaction avec la thrombine. En d’autres termes et plus
précisément l‘antivhrombine III glycosylés voit sa capacité
d’inhibition diminuer de 50%. La totalité de la c=pac1te
d’antithrombine III pour inhiber la thrombine peut Etre restituee
par l‘héparine. Au nivesu moléculaire on salt que guelques lysines
critiques interviennent dans l‘interaction envre l'antithrombine
III et l’'héparine et cette interaction est rapide donc ces lysines
sont accessibles donc potentiellement glycosylable. Malgreé cevve
situation favorable pour la glycosylation,l’héparine arrive a
interagir avec l‘antithrombine III. L‘explication la plus probable
qu onn peut donner & l’heure actuell= de l’expdrimentation de
glycosylavion in vitro, est qu’une monoglycesylavion des
groupements NHZ de lysine permet encore une ionisation de ce
grcupement permettant encore une interaction (pont salin) possible
entre l’héparine et l’antithrombine III. Un =xcés de glycosylation
{400 mM pendant 6 Jours) ne restitue que 50% de l'efficacite
d’héparine. Ceci est d8 & une biglycosylation qui ne permet plus
une interaction ionigue entre héparine et antithrombine III.

Certaines observations rapportées dans la litterature sont
importante et intéressantes & comparer avec nos résultats

la persistance d’une hyperglycémie augmente la vitesse de
disparition du fibrinogéne 1Erownlee, M et Coll 1883)(Jones, R.L
et coll 1878).Cette vitesse peut Etre normallsee par deux abords
différents

. Normalisation de la glycémie
. Traitement par 1’'héparine

alors que les anti-aggrégats étaient inefficaces.L’effet du
glucose sux la disparivion du fibrinogé&éne combiné a la
normalisation par l'héparine nous permet de penser gque
1’antithrombine III pourrait €tre impliquée par sa glyceosylation
dans ce pheénomeéns.

Par ailleurs le dosage d’antithrombine par la mesure de son
activité et les méthodes immunclogiques aboutissait & des
résultate discordants

. Une activité biologigque abaissee
. Un taux d'antithrombine III ncrmal paxy méthode
immunclogigue.
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Ce qui renforce notre idée gu’il ya deficit fonctionnel de
17anbtithrombine III et non =a dispariticn accéléree ou sa
production diminuea,
Etant donng les conditioc
criviguer gqu’il ya exag
Néanmoins 1l faut cse ra a
0% 2‘activité d’inhibition de coagulation . En plus, d&'inhiber i
+thrombine, elle inhibe également les facteurs RIIa, KIz, Xa et IX¥=a
dans le systéme de cascade de coagulation.

Etant donné l’amplification'du systéme de cascade, la répercution
de la glygosylatian non enzymabigue de l‘antithrombine III
pourrait etre plus importante & l’etatb physioleogique. Nous n'avens
considéré gu’‘un aspect de la coagulation qui se vrouve axaggre au
cours du diabete,

La glycosylation non enzymatigque pcurrait affecter d’aubtres
protéines, d’autres phénoménes peuvent concouriy également a
augmentey la coagulation intravasculaire cher le =zujet diabstigus=
. Par exemple il est impor¥vant & noter gque chez le diab&te la
fibrine est glycosylge =% gque la vitesse de dégradation par la
plasmine est diminud¢e (Erownlee eb Coll 1983) gui peut accentuer
le dépot de fibrime sur les parois vasculaires. Far ailleurs c<n
doit noter gque le %Laux de substances physiologiques recsemblant 2
1’héparine est diminué chez le diabétigue (Brown, D.M et Coll
198%2).

L’encemble de tous ces aspechs incrimine la glyceeylation non
enzymatique des protéines d= la coagulation comne ébant un des
facteurs deéterminant de 1'hypercoagulabiliteé chez les diabevigu=s.
La persistance d’un &ta?d nyperglycémique au cours du diabete
entraine un effet progrescsif et cumulatif du phénoméne de
glycosylation non enzymatigue et expliquerait en partie les
complicaticns tardives cdu diabetve.

Lz significabion biclogigue ou pathclogigque de la spaymine dans
1’inhibiticn de 1’activité antithrombinique n’est pas clairement
slucidsde dans ce travail. Cependant on peut =e permetire de faire

une hypothése basfe sux lec diverses observationes. Par exemple
dans la drépanocytose et certaines maladies; anémiss hemolytiques
chroniques (Crosly W.H et Coll 185C; Mahmood A et Coll 18867;
Gilman W.I et Coll 1973) la tendance thrombotique est trés cleves.
gquan®t on s=it gue les réviculocytves eb les globules rouges sont
des sources de polyamines et gque leur lyse intrzcapillaire
pourrait proveoguer une libération intense de polyamines,
hyperccagulabilité intravasculaire localicsée n’est pas a exclure.



Nos résulvats deémon
peuvent etre glycos
gst possible malgré 1
du plasmide PBR 3Z2

les groupements aminés des ba
in vitro domnc l‘accessibilive des
rganisation en double hélice v "suyp

Ceci vient compliéter les résultats de Bucala et Cell 18EB4 qui ount
gtudieé la glycosylation de 1'ADN simple brimn.

a glyccsylation du plasmide =t suivie d‘une linéarisation. Ains’
es sucres agissent comme des agents alkylants labilisant les
iaiscns glycesidiques entre les purines et le désoxyribose .

}.-J | r‘
m

Nous notons également 1/ importance du véarangement ¢’amadori dans
le brunissement.ls polymérisation im vitro est possible et se
trouve augmentée en présence de concentration élevée de sucres
efficaces dans la fixation, dans le Nicking ev 1z linearisavion
(cas du fructose BF - gelatose EF — fructuose 1-& DP).

peut induire des
pouvant mener & 1
se que certains de ces su

lulzires.

3 drations structurales et biologiques de
L'AD ion de lécions génétigues quand
OnL pence constituent des métvabolites
intracel
= précence de groupements aminés libres dans la cellule peut
galement contribuer & 1‘’zltération de 1‘ADN par brunissement non
nzymatique comme le suggérent nos reésultats d’incubation 4‘ADN en
précence de Boc Lys.

au total toutes ncos observations ajoutées & ceux de Lrownlee &%
Bucala fournissent des arguments pour penser Jue la glycosylation
non enzymatigue pourrait Jousr un vyole dans l’accumulation
pathologique de prodults chez lec sujebs diabétiques pouvant
affecter la viabilité des molécules {(protéines, ADN) dans leur
structure et dans leur fonction.
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